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Weitere Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel des Phenylalanins 
Von 
Karl Closs und Knut Braaten 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinzrhégskole, Oslo. Norge) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1941) 


I. Wher experimentelle Alkaptonurie 


Im Jahre 1938 berichteten Félling und Closs’) kurz iiber 
folgenden eigentiimlichen und unerwarteten Befund: ,Bei der Be- 
lastung von weifen Ratten mit 0,33 g 1-Phenylalanin (l-PA) je 
100 g Koérpergewicht war das Ergebnis verschieden, je nachdem 
das PA gelést war: 1. in der fiquivalenten Menge HCl, 2. in 
Wasser unter Zusatz von Na,CO, bis zu einem p,, von etwa 8, 
oder 3. in der Aquivalenten Menge NaOH. Im ersteren Falle 
treten wechselnde Mengen Phenylbrenztraubensaure (PBTS) in dem 
wahrend der ersten 24 Stunden nach der Belastung ausgeschiedenen 
Harn auf, die, wie in spiiteren Versuchen festgestellt wurde, von 
der in dem verwendeten Praparate vorhandenen Menge d-PA 
abhiingig zu sein scheinen. Im zweiten Falle werden grobe Mengen 
PBTS ausgeschieden, wihrend bei der dritten Belastungsart neben 
wechselnden Mengen ,Alkapton‘ im Harn auftritt.“ Foélling, 
Closs und Gamnes iiufern in ihrer im gleichen Jahre erschienenen 
Ubersicht’) zu diesen Versuchen: ,,Der Unterschied kann darauf 
beruhen, daB sich das PA selbst als Anion, Kation oder Zwitterion 
im Darm verschieden verhilt, oder daB das p,, die Resorptions- 
geschwindigkeit oder die Sekretion und Zusammensetzung der 
Verdauungssifte oder die Wirksamkeit der Verdauungsenzyme 
beeinfluBt. Der p,-Unterschied diirfte sich kaum an einer anderen 
Stelle des Koérpers geltend machen kénnen, es sei denn in den 
Nieren. Kine Schiidigung der Leber durch die Resorption der 
stark sauren bzw. der stark alkalischen Lisung laBt sich aller- 
dings nicht ausschlieBen .. .“ Diese Deutungsversuche werden 
durch unsere spiiteren Versuche gréBtenteils entkriftet, denn auch 
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bei parenteraler (subcutaner) Einfiihrung von 1-PA wurde der 
gleiche Unterschied zwischen der sauren, neutralen und alkalischen 
Liésung festgestellt wie friiher, nur war die Alkaptonurie viel 
leichter und sicherer zu erzeugen — so z. B. auch bei weiblichen 
Tieren. 

Um Genaueres iiber die Ursachen der von uns beobachteten 
Alkaptonurie zu erfahren, spritzten wir weiBen Ratten entsprechende 
Mengen 1-PA (0,33 g je 100 g Kérpergewicht) ein, das in der 
aquivalenten Menge 1. NaOH, 2. Na,CO, und 3. NaHCO, gelist 
war. Das p, dieser Lisungen war 9,9, 8,8 bzw. 8,5. Bei simt- 
lichen Tieren trat starke Alkaptonurie auf. PBTS war bei Ver- 
wendung von NaOH nicht oder nur in Spuren nachweisbar im 
Harn, bei Verwendung von Na,CO, oder NaHCO, erschienen da- 
gegen im Harn immer betriachtliche Mengen PBTS. 

Nebenbei sei auch auf ein sonderbares Verhalten des Harn-p,, 
hingewiesen; dies war namlich bei Verwendung von NaOH weit 
niedriger (6,7—6,9) als in den beiden anderen Fallen, wo Werte 
zwischen 7,3 und 8,5 bzw. zwischen 6,9 und 8,4 gefunden wurden. 
Auch die Harnmenge war bei Verwendung von NaOH sehr gering. 
Beide Erscheinungen lassen sich vielleicht durch die Annahme 
erklaren, daB das freie Alkali der NaOQH-alkalischen Liésung teil- 
weise durch die EiweiBkorper an der Injektionsstelle neutralisiert 
und gebunden wird, die dann durch Quellung gréBere Mengen 
von Wasser zu binden vermégen. Wenn die NaQOH-alkalische 
Lésung in den Magensack eingefiihrt wird, erhalt man dagegen 
stets hohe p,-Werte (8—9), die wohl durch eine erhéhte HCl- 
Ausscheidung im Ventrikel bedingt sein diirften. Auch die Harn- 
menge ist hier nicht vermindert. 

In einem anderen Versuch wurde einer weiBen Ratte die 
iibliche Dosis 1-PA subcutan eingespritzt, das aber diesmal nur 
mit der Hilfte der uquivalenten Menge NaOH versetzt worden 
war. Auf die EKinspritzung folgte lediglich eine Ausscheidung 
von PBTS ohne Andeutung einer Alkaptonurie. Die Grenze 
scheint aber keine scharfe zu sein, denn in anderen Fillen, wo 
noch weniger NaOH verwendet worden war, wurde gelegentlich 
eine kurzdauernde, mehr oder weniger ausgesprochene Alkaptonurie 
beobachtet. 

Weiter war es von Interesse zu wissen, wie schnell nach der 
Kinspritzung Alkapton im Harn nachweisbar wurde und wie lange 
die Ausscheidung andauerte, sowie ob dieser eine Ausscheidung von 
PBTS vorausging oder nachfolgte. Die Alkaptonurie ist bereits 
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in den ersten meBbaren Harnmengen etwa 2 Stunden nach der 
Einspritzung feststellbar und dauert ziemlich lange an — bei 
Belastung mit 0,83 g je 100 g Koérpergewicht z. B. hiufig bis zum 
nachsten Morgen, um dann ziemlich plétzlich zu erléschen. Geht 
neben der Alkaptonurie eine Ausscheidung von PBTS einher, so 
setzt diese gewOhnlich nicht sofort mit voller Stirke ein, sondern 
braucht zu ihrer vollen Entwicklung etwa 4 Stunden (s. u.), auch 
klingt sie bis zum niachsten Morgen deutlich wieder ab, dauert 
aber meistens linger als die Alkaptonurie. 

SchlieBlich interessierte es zu erfahren, welche Mengen subcutan 
eingespritzt werden miissen, damit Alkaptonurie auftritt. Bei der 
Injektion von 0,0825 g I1-PA je 100g Kérpergewicht, gelést in 
der Aquivalenten Menge NaOH, traten nur noch voriibergehend 
geringe Mengen reduzierender Substanzen im Harn auf. LEine 
Bildung von PBI'S fand bereits bei Belastung mit 0,165 g 1-PA 
(als Na-Salz) je 100 g Korpergewicht nicht mehr in nachweisbarer 
Menge statt. Dieselbe Menge 1-PA, in wissriger Lésung (p,, 8) 
eingefiihrt, ruft jedoch noch immer eine deutliche, wenn auch 
schwache PBTS-Ausscheidung hervor. 

Im Blut nephrektomierter Ratten ist die 1-PA-Konzentration 
zur Zeit der Untersuchung (4—5'/, Stunden nach der Injektion) 
bei Verwendung des Na-Salzes niedriger als bei Verwendung der 
‘reien Aminosaure oder des salzsauren Salzes (vgl. auch weiter unten). 

Auch mit der Frage nach dem eventuellen Zwischenprodukt 
bei der Entstehung von Homogentisinsaure aus 1-PA beschiaftigten 
wir uns in einigen Versuchen. Nach der subcutanen Einspritzung 
von d-PA (0,0825 g je 100 g Koérpergewicht), gelést in iquivalenten 
Mengen NaQH,Na,CO, bzw. NaHCO,, trat immer nur PBTS in 
groBen Mengen im Harn auf, genau so wie nach der Einfihrung 
von d-PA in den Magensack (Félling und Closs, a. a. Nach 
Belastung mit 1-Phenylmilchsiure (PMS) war nur PBT'S nach- 
weisbar, nach Belastung mit d-PMS dagegen blieb auch die 
PBTS-Ausscheidung bis auf ganz minimale Spuren aus. Dieser 
Befund steht hinsichtlich der PBTS-Bildung in einem scheinbaren 
Widerspruch zu friiheren Angaben von Closs und Félling®*. 
Die damals verwendeten Priparate waren aber nicht rein, sondern 
aus nicht vdéllig reinem d- bzw. 1-PA gewonnen. Die neuen 
Praparate, die wir der Freundlichkeit von Professor Endré 
Berner am chemischen Institut der Universitit Oslo verdanken, 
waren aus dl-PMS durch Spaltung in die optisch aktiven Kompo- 
nenten erhalten und auf ihre Reinheit gepriift worden. Wir konnten 
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weiterhin zeigen, daB Rattennierenenzym (RNE) (s. Closs und 
Henriksen) von den reinen Siiuren nur die 1-PMS angreift, 
dagegen nicht die d-PMS. Da nun aber 1-PMS aus 1-PA ent- 
steht bei der Umsetzung mit salpetriger Siure und ]-PA und d-PA 
sich dem RNE gegeniiber gerade umgekehrt verhalten, wie 1-PMS 
und d-PMS, kénnte dies — im Gegensatz zu friiheren Annahmen 
(Closs und Félling u.a.) — daran denken lassen, daB 1-PMS 
als Zwischenprodukt auftritt bei der Bildung von PBT'S aus 1-PA. 
Auf diese Frage wird im zweiten Teil der Arbeit nochmals ein- 
gegangen werden. 

1-Tyrosin in entsprechender Menge (0,362 ¢ je 100 g), gelést 
in der aiquivalenten Menge NaOH und subcutan eingespritzt, ruft 
ebenfalls Alkaptonurie hervor. Diese tritt aber spiiter ein und 
ist schwicher als nach Verabreichung von 1-PA. Bei Verwendung 
der iiquivalenten Menge Na,CO, oder NaHCO, an Stelle von NaOH 
lie8 sich kein Alkapton im Harn auffinden. Das mag aber von 
der Schwerléslichkeit des Tyrosins in den schwicher alkalischen 
Medien herriihren. Eine Ausscheidung von p-Oxy-PBTS wurde 
nicht beobachtet. 

Aus unseren Untersuchungen ergibt sich eindeutig: 

1. Fir das Zustandekommen der Alkaptonurie nach LKin- 
bringen von |-PA als Na-Salz in den Kérper der weiBen Ratte 
kénnen die Verhiltnisse im Magen-Darmkanal nicht verantwortlich 
gemacht werden, da Alkaptonurie auch auftritt, wenn der Stofi 
parenteral (subcutan) eingefiihrt wird. | 

2. Das p,, der eingespritzten Lésung kann nicht allein ent- 
scheidend sein, immerhin muB es so hoch sein, daB das 1-PA bei 
seiner Hinfiihrung, wenigstens z. als Anion vorliegt. Vielleicht 
spielt aber auch das miteingespritzte Alkali eine entscheidende 
Rolle. 

3. Das p, in den Nieren (Harn) ist ohne Bedeutung. 

4. Menge und Konzentration der eingespritzten Lisung sind 
nicht von Kinflu8 auf die Art des Umsetzungsprodukts, sondern 
nur auf die Stiirke und Dauer der Ausscheidung. 

5. Alkaptonurie tritt bei der weiBen Ratte auch noch auf 
bei Zufuhr von 1-PA-Mengen (als Na-Salz), die zur Entstehung 
einer PBT'S-Ausscheidung nicht mehr ausreichen. 

6. Weder d-PA noch d- bzw. 1-PMS kommen als Zwischen- 
produkte in Frage bei der Bildung von Alkapton aus 1-PA. 
Kbenso kommt Tyrosin als Zwischenprodukt nicht in Betracht, 
weil die Alkaptonurie, die man nach Einfiithrung von 1-Tyrosin 
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(gelést in der uquivalenten Menge NaOH) beobachtet, schwiicher 
ist und spiter eintritt als bei Belastung mit 1-PA. 

7. Die Alkaptonurie ist etwa 2 Stunden nach der subcutanen 
Injektion von 1-PA als Na-Salz nachweisbar und ist gleich maximal. 
Wie lange sie andauert, hingt von der zugefiihrten Menge ab. 
Ebenso plotzlich, wie sie einsetzt, setzt sie auch wieder aus im 
Gegensatz zur PBTS-Ausscheidung, die bei Verwendung von 1-PA 
allmithlich anwaichst, nach etwa 4 Stunden einen Héchstwert 
erreicht und dann langsam wieder abklingt. 

8. Bei subcutaner Einfiihrung des Na-Salzes des 1-PA ist bei 


der nierenlosen Ratte die 1-PA-Konzentration im Blut niedriger,. 


als bei Einspritzung von J]-PA in neutraler oder salzsaurer 
Lésung. 

Obgleich wir keine plausible Erklarung fiir unsere Befunde 
zu geben vermégen, finden wir sie so interessant, da wir sie 
trotzdem veréffentlichen wollen, besonders da wir zur Zeit nicht 
in der Lage sind, diese kostspieligen Versuche weiterzufiihren. 
Von den friiher [von Félling und Closs‘)| vorgeschlagenen 
Deutungsweisen fiir die beobachteten Unterschiede des Umsatzes 
bei den verschiedenen Verabreichungsarten (sauer, neutral, alka- 
lisch) haben sich alle als unzutreffend erwiesen, mit Ausnahme 
der Moglichkeit eines Einflusses der Applikationsart auf die 
Resorptionsgeschwindigkeit. DaB wir stets bei Verwendung des 
Na-Salzes im Blut niedrigere 1-PA-Werte fanden, deutet zweifellos 
in dieser Richtung, d.h. es sieht so aus, als ob 1-PA-Na lang- 
samer resorbiert wiirde als freies bzw. salzsaures |-PA. Anderer- 
seits wird man aber erwarten miissen, niedrigere Blutwerte zu 
tinden, 1. falls das 1-PA fester gebunden ist und bei der Auf- 
arbeitung in den Hiweifniederschlag geriit oder sich sonstwie 
dem Nachweis entzieht, 2. falls der Umsatz des 1-PA schneller 
erfolgt, wenn es als Na-Salz eingebracht wird, als bei EKin- 
fiihrung der freien bzw. salzsauren Aminosiiure, oder 3. falls das 
1-PA sich als Na-Salz gleichmiBiger im Korper verteilt oder 
méglicherweise vorzugsweise in die Gewebe iibertritt, wahrend 
es in den anderen Fallen im Blut kreist. Auch die beobachtete 
Hliissigkeitsretention wirkt sich im gleichen Sinne aus. 

Da der Kérper in der Lage ist, mittels seiner Putfer- 
mechanismen das eingefiihrte, bereits gepufierte Alkali ab- 
zustumpfen, kénnte unseres Erachtens nur eine Erklarungsweise 
als zutreffend angesehen werden, die das Hauptgewicht legt auf 
Unterschiede am Resorptionsort, sei es, daB es sich um Unter- 
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-gchiede der Resorptionsgeschwindigkeit oder des Weges handelt, 


auf dem die Resorption stattfindet, oder um Unterschiede in der 
Art der Bindung oder Umformung des zur Resorption gelangenden 
Stoffes. Falls ungebundenes 1-PA in den allgemeinen Kreislauf 
gelangt, muB es sich dort in einem Zustand der Dissoziation 
befinden, der den obwaltenden p,,-Verhiltnissen entspricht, und 
auf diese kann das eingefiihrte Alkali bzw. die begleitende Siure 
nach dem, was wir von der Neutralititsregulierung im Kérper 
wissen, kaum einen nennenswerten Hinflu8 ausiiben. Allenfalls 
auftretende kleine p,-Verschiebungen kénnen nicht ausreichen, 

um den beobachteten gro8en 
Unterschied im Abbau des 1-PA 
bei den verschiedenen Verab- 
reichungsarten zu erkliren, es 
sei denn, daB sie die Bindung 
des 1-PA an die Plasmakolloide 


= (falls eine solche stattfindet) stark 

S 4b beeinfluBten. 

S Im Zusammenhang mit die- 

S sen Krérterungen méchten wir 
ot | an das Verhalten des optischen 


Drehvermégens des !-PA bei ver- 
7+ 7  schiedenem p,, erinnern [$), 8.5}. 
Die p,,-Abhingigkeit des Dreh- 
10172 folgt iibrigens einer 
Kurve, die mit der fiir die Lis- 
Loslichkeit von Phenylalanin in Wasser lichkeit des Stoftes in Wasser 
[umgezeichnet nach N. G. Baptist u. ° . 
W. Robson, Biochemic. J. 34, 221 (1940)] bell verschiedenem Py eine auf- 
fallende Ahnlichkeit zeigt (Figur). 
Beide Kurven stellen einen Ausdruck dafiir dar, daB beim Uber- 
gang des Anions in das Zwitterion und weiter in das Kation der 
Aminosiiure tiefgreifende Anderungen in der sterischen Kon- 
figuration derselben auftreten. Kation, Anion und Zwitterion des 
PA sind daher gewissermafen aufzufassen als drei verschiedene, 
ineinander iiberfiihrbare Stoffe, die verschiedene Lislichkeit und 
optische Drehung besitzen und im Organismus in grundsitzlich 
verschiedener Weise abgebaut werden. Dasselbe gilt vermutlich 
von jeder beliebigen Aminosiure. 
d-PA verhiilt sich zwar in bezug auf die p,-Abhingigkeit 
der optischen Drehung und der Lislichkeit wie 1-PA, liefert 
aber im Kérper nur ein einziges leicht nachweisbares Abbau- 
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produkt, nimlich PBT'S, wenigstens auf der ganzen alkalischen 
Seite. Dieser Unterschied lift sich wohl am einfachsten in der 
Weise deuten, daB die d-Aminosiuren im Korper nur in einer 
einzigen Weise —.tber die Ketosiuren — umgesetzt werden 
kénnen, wihrend es s bei den 1- Aminosiiuren ohne Zweifel mehrere 
Wege gibt, auf denen sie umgeformt und abgebaut werden 
kénnen. Hier spielt méglicherweise die Ascorbinsiiure eine Rolle 
[vgl. Sealock und Silberstein} )], die auch in vitro mit Amino- 
siuren reagiert [Abderhalden}). Bei der Einfiihrung der 
]-Aminosdure in den Korper in ihrer natiirlichsten Form, d. h. als 
Zwitterion, geht unserer Ansicht nach immer ein Teil zuerst in 
die d-Form iiber, aus der dann weiterhin PBTS gebildet wird. 
Mit dieser Frage beschiaftigt sich der zweite Teil dieser Arbeit. 


II. Wher Racemisierung in vivo 


Als Mitarbeiter von Professor Félling wurde 1937 von dem 
einen von uns (K. C.) die Arbeitshypothese aufgestellt, daB 1-PA 
im Korper nicht direkt in PBTS iibergehe, sondern auf dem Um- 
weg iiber d-PA, daB mit anderen Worten im Korper eine Racemi- 
sierung stattfinde, eine Bildung der ,nicht natiirlichen“ aus der 
,natiirlichen* Form der Aminosiiure. Die Griinde, die fiir eine 
derartige Annahme sprechen, wurden bereits von ee Closs 
und Gamnes in ihren ,,vorliufigen SchluBfolgerungen“ ( (a. a. QO.) 
angefiihrt. Diese sind: 1. d-PA liefert, in gleicher ouge in den 
K6rper eingefiihrt, viel gréBere Mengen PBTS als 1-PA, 2. in den 
Nieren (und in der Leber) findet sich ein Enzym, die d-Amino- 
siiurendesaminase (H. A. Krebs!), Warburg und Christian") 
u. a.), welche die oxydative Desaminierung der d-Formen der natiir- 
lich vorkommenden ]-Aminosiuren — und zwar nur dieser [Felix 
und Zorn®)| — katalysiert, und 3. geht bei der intravenésen 
Kinfihrung von 1-PA beim Kaninchen die PBTS-Ausscheidung 
der 1-PA-Ausscheidung nicht parallel und auch nicht der 1-PA- 
Konzentration im Blut nach peroraler Zufuhr. 

DaB die PBTS-Ausscheidung bei Belastung mit 1-PA ver- 
zogert auftritt, wihrend sie bei Belastung mit d-PA der d-PA- 
Konzentration im Harn parallel verlauft, will schlieBlich nur be- 
sagen, daB 1-PA im Korper anscheinend nicht direkt in PBTS 
iibergeht, wenigstens nicht in den Nieren. Das Zwischenprodukt 
braucht aber keineswegs d-PA zu sein. Man kounte sich anderer- 
seits auch denken, daB die Bildung von PBTS aus 1-PA von einer 
Umstimmung. des Stoffwechsels (spezifisch-dynamischen Wirkung) 
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abhingig sein kénnte. Ferner kénnte auch das 1-PA in einem 
anderen Organ in PBTS umgewandelt werden, die dann aus- 
geschieden wiirde nach MaBgabe ihrer Konzeniration im Blut, 
die natiirlich nicht der 1-PA-Konzentration im Blut parallel zu 
gehen braucht. Eine Entscheidung der Frage konnte nur erhofit 
werden durch Untersuchung des Blutes von Versuchstieren nach 
Belastung mit d-PA-freiem 1-PA. 
Nachdem wir gelernt hatten, mittels Rattennierenenzym (RNE) 
und EKisenammoniakalaun-reagens (Fe-Reagens) selbst ganz kleine 
Mengen von d-PA in biologischen Fliissigkeiten aachzuweisen 
(Closs und Henriksen, a.a.0O.), glaubten wir uns hinreichend 
geristet, um die Inangrifinahme der Frage wagen zu kénnen. 
Wir dachten uns, daB es méglich sein miisse, durch hinreichende 
Konzentrierung eines in irgendeiner Weise gewonnenen Blutfiltrats 
eine deutliche d-PA-Reaktion auch dann zu erhalten, wenn nur 
ganz minimale Mengen d-PA vorlagen. Theoretisch sah dies sehr 
einfach aus, da nach zehnfacher Konzentrierung d-PA in einer 
urspriinglichen Verdiinnung von '/,,,°/5, gerade noch hiitte nach- 
weisbar sein sollen. Leider gelang es nur in recht bescheidenem 
Ausmabe, diesen so einfach erscheinenden Plan zu verwirklichen. 
Zwar war es nicht schwer, ziemlich klare und fast farblose Konzen- 
trate zu gewinnen, die recht verheiBungsvoll aussahen, aber leider 
enthielten diese so viel stérende Substanzen, daB selbst Schlub 
zugesetztes d-PA bei weitem nicht quantitativ wiedergefunden 
werden konnte. Bei zwanzigfacher Anreicherung hoben diese 
stérenden Einfliisse die Wirkung der Konzentrierung fast wieder 
auf. Immerhin bekamen wir, wenn wir einer Blutprobe 1/,, °/,, d-PA 
zusetzten, bei zehnfacher Konzentrierung gerade noch eine ganz 
schwach positive Reaktion, etwa 1/,,°/,, entsprechend. Der Be- 
rechnung nach hatten wir eine deuiliche, '/,°/,, entsprechende 
Reaktion erhalten sollen. Alle Versuche, die Methode zu verbessern, 
fihrten aber nur zu der Mirkenntnis, daB die urspriingliche, einfache 
Methode trotz allem die beste war. Ais Hiweibfaillungsmittel 
erwiesen sich lediglich Fe-Reagens oder (und) Alkohol als brauch- 
bar. Andere Fillungsmittel, wie Trichloressigsiure, Wolframsiure, 
Sulfosalicylsiiure, liefern zwar reinere Filtrate, in denen aber d-PA 
nicht mehr mit RNE nachgewiesen werden ‘kann*). Unser Ver- 


*) Zusammen mit A. Pihl konnte K. C. zeigen, daB das gleiche gilt 
bei dem Versuch, Tryptophan in Trichloressigsiiurefiltraten mittels chemischer (!} 
Methoden nachzuweisen. Bei Verwendung von Alkohol als Fallungsinittel 
gelingt auch hier der Nachweis leicht. (Unverdffentlicht.) 
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fahren bestand in einer Fallung der KiweiBe in dem durch Ver- 
diimnung himolysierten Blut mit Fe-Reagens in der Wirme. Das 
Filtrat wurde auf dem Wasserbad weitgeliend eingeengt, mit 
Alkohol gefallt, und das wassrig-alkoholische Filtrat noch weiter 
eingedampft und gegebenenfalls nochmals mit Alkohol oder (und) 
Fe-Reagens gefiaillt. 

Wie gesagt,.ist dies Verfahren noch sehr mangelhaft; dort, 
wo es uns nicht gelang, d-PA zu finden, kénnen daher immerhin 
ganz kleine Mengen des Stoffes vorgelegen haben, die sich dem 
Nachweis entzogen haben. Hin negativer Befund bedeutet demnach 
nicht viel, wihrend dem positiven Nachweis von d-PA viel stirkere 
Beweiskraft zukommt, zumal wir zeigen konnten, daB bei der 
Aufarbeitung niemals d-PA entstand. Dies muBte stets von vorn- 
herein nachweisbar gewesen sein. 


Da ein Teil der 1-PA-Praiparate nicht vollkommen d-PA-frei 
waren, muBten wir diese erst mit RNE behandeln, um sie von 
d-PA zu befreien”*). 

Um zu wissen, zu welchem Zeitpunkt das Suchen nach d-PA 
im Blut am meisten Aussicht auf Erfolg bot, mufSten wir erst 
wissen, wann am meisten PBT'S ausgeschieden wird. Der Héhe- 
punkt wurde in der Regel etwa 3—7 Stunden nach der subcutanen 
Kinspritzung von |-PA erreicht. War unsere Annahme richtig, 
dann muBte gerade zu diesem Zeitpunkt auch die gréBte Menge 
d-PA im Blut vorhanden sein. Da wir fernerhin wuBten, — wie 
oben bereits angefiihrt —, daB nur geringe Mengen PBTS ent- 
stehen, wenn 1-PA als Na-Salz oder salzsaures Salz in den Kérper 
eingebracht wird, so war auch zu erwarten, daB wir in diesen 
Fallen im Blut weniger d-PA finden wiirden, als bei Einfiihrung 
des 1-PA als Zwitterion. 

Die Versuche am intakten Tier gaben bei Verwendung von 
reinstem 1-PA meistens ein negatives Resultat. Es war daher 
nicht mdglich, bei ein und demselben Tier die Verhiltnisse im 
Blut und im Harn zu verfolgen. Von der Annahme ausgehend, 
daB die PBTS in den Nieren gebildet wird durch Einwirkung 
der d-Aminosiurendesaminase auf d-PA, das an anderer Stelle 


*) Die groBen Mengen RNE, die zu diesem Reinigungsprozef notwendig 
waren, erforderten eine groBe Zahl von Katten. Wir sind dem Statens Vitamin- 
institut und dessen damaligem Leiter, Dr. phil. H. L. L6venskiold, zu groBem 
Dank verpflichtet fiir die freundliche Uberlassung der ausgebrauchten 
Rachitisratten des Vitamininstituts. Ohne diese hiitten sich unsere Versuche 
nicht durehfiihren lassen. 
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im .Organismus aus 1-PA entstanden war, setzten wir die Suche 
nach d-PA im Blut nephrektomierter Tiere fort. 

Bei nierenlosen Tieren gelang es uns nun, wiederholt d-PA 
nachzuweisen, und zwar manchmal in Mengen, welche die im ur- 
spriinglichen Priiparat enthaltenen iiberstiegen, andere Male da- 
vegon in gleich groBer oder geringerer Konzentration, jedoch so, 
daB die Menge des d-PA im Vergleich zum 1-PA zugenommen 
hatte. Dies konnte natiirlich auch so gedeutet werden, daB d-PA 
viel langsamer umgesetzt wird als 1-PA [vgl. Abderhalden?)], 
zumal nach Entfernung der Nieren, wo aller Wahrscheinlichkeit 
nach die PBTS-Bildung zum grébten Teil stattfindet, die ver- 
mutlich die einzige Abbaumiglichkeit beim d-PA darstellt. Wurde 
aber d-PA injiziert, so wurde jedesmal im Blut des Versuchstieres 
weniger d-PA gefunden als im Kontrollblut, dem vor der Kon- 
zentrierung entsprechende Mengen d-PA zugesetzt worden waren. 

Bei einem ‘Tier wurde auber dem Blut noch etwas von der 
nicht aufgesaugten Fliissigkeit aus der Subcutis untersucht. 
Letztere enthelt kein d-PA, das Blut hingegen Spuren. trotzdem 
die 1-PA-Konzentration im Blut niedriger war. Natiirlich kann 
eingewandt werden, daB d-PA méglicherweise rascher resorbiert 
wird als 1-PA; das ist aber wenig wahrscheinlich. In der urspriing- 
lichen Lésung war ferner auch, kein d-PA nachweisbar. Das im 
Blut aufgefundene d-PA muBS daher in diesem Falle im Kérper 
gebildet worden sein. 

Wurdenr I-PA als Na-Salz, salzsaures Salz und als freie Amino- 
siture (wiBrige Lésung p,, 8), subcutan Ratten eingespritzt und die 
d-PA-honzentration um Blut derselben etwa 4—5 Stunden spiiter 
untersucht, so zeigte aged daB das Blut bei der letztgenannten 
Art der Belastung am meisten d-PA enthielt: in den beiden 
anderen Fallen wurde ei oder nichts gefunden. Die |-PA- 
Konzentrauen dagegen war jewells am héchsten bei Einfiihrung 
des 1-PA als salzsaures Salz, am niedrigsten bei Injektion des 
Na-Salzes (vg oben) die bei der Einfithrung des salzsauren Salzes 
gefundenen, bedeutend niedrigeren d-PA-Werte haben daher weit 
Beweiskrait als die ebenfalls niedrigeren Werte bei 
Verwendung des Na-Salzes, wo such die 1-PA-Konzentration 
wedriger war. 

Vertolgt man die d-PA-Konzentration um Blut nach subcutaner 
Kinspritzung von 1-PA bei nephrektomierten ten zeithich, tindet 
man erfuSbare Werte in der Zeit nden nach der 
lujektion: uur in einem Fall lie8 sich ae bet Verabreichung 
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eines gereinigten Priparats noch nach 8S Stunden 50 Minuten 
nachweisen. Das Maximum entspricht also dem Zeitpunkt der 
stirksten PBTS-Ausscheidung. 

Der sichere Beweis einer Racemierung in vivo unter Bildung 
des ,nicht natiirlichen“ Isomeren aus dem ,natiirlichen“ ist durch 
unsere Versuche zwar nicht erbracht, unsere Befunde liefern aber 
zweifellos eine gute Stiitze fiir die Annahme eines derartigen 
Vorgangs. 

Ob der Stoff, den wir mittels RNE nachweisen konnten, 
wirklich d-PA ist, laBt sich natiirlich nicht sagen; immerhin 
handelt es sich um einen Stoff, der sich auch im bezug auf seine 
Léslichkeit wie d-PA verhilt. Um 1-PMS, die mit RNE PBTS 
liefert, und auch im Kérper der weiBen Ratte unter Bildung von 
PBTS abgebaut wird (vgl. oben), kann es sich nicht handeln, da 
der im Blut vorkommende Stoff aus saurer Lésung nicht in Ather 
iibergeht. Inwieweit der im Blut nachgewiesene Stoff, der sich 
wie d-PA verhiilt, direkt aus 1-PA entstanden ist oder erst auf 
dem Umweg iiber die PBT, laBt sich an Hand unserer Versuche 
nicht entscheiden. 

Kine Dehydrierung kommt, wie schon Félling, Closs und 
Gamnes betonten, einer Racemisierung gleich. Versuche, die als 
Zwischenprodukt angenommene «-Aminozimtsiiure oder Imino- 
phenylbrenztraubensiure darzustellen, miBlangen. Die Kigenschaften 
dieses Stoffes kennen wir deshalb nicht, diese erfolglosen Versuche 
haben uns aber gelehrt, daB iiberall dort, wo die Aminozimt- 
siiure entstehen sollte, an ihrer Stelle PBTS auftritt. Es ist daher 
wenig wahrscheinlich, daB die Iminosiiure den langwierigen Kon- 
zentrierungsprozeB hiitte iiberdauern kénnen. 

Wir glauben uns deswegen auf Grund des gesamten Beweis- 
materials zu dem SchluB berechtigt, daB aller Wahrscheinlichkeit 
nach das ,.nicht natiirliche“ d-PA wirklich im K6rper aus 1-PA 
entsteht und vermutlich das Zwischenprodukt abgibt bei der 
Bildung von PBTS nach Einfithrung von l-PA in den Organismus. 
Gestiitzt auf die neuesten Arbeiten auf diesem Gebiete [Kégl und 
Erxleben u. a. (!%%15%12)) ist vielleicht auch die Annahme er- 
laubt, daB es sich dabei um einen iiuferst natirlichen Vorgang 
handelt, da8 sich nimlich im Kérper ein fiir jede Aminosiure 
charakteristisches Gleichgewicht zwischen d- und ]-Form einstellt, 
das unter pathologischen Verhiiltnissen verschoben werden kann. 

Im Blute von zwei Patienten mit Oligophrenia phenylpyrouvica 
gelang es uns auch nach starker Konzentrierung nicht, d-PA mit 
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Sicherheit nachzuweisen. Wenn man sich aber die Mangelhaftigkeit 
unseres Nachweisverfahrens vor Augen hilt und bedenkt, daB die 
zu erwartende Konzentration des d-PA etwa 1/559 °/o) betragen 
haben dirfte (unter der Voraussetzung, daB d-PA praktisch quantitativ 
in PBTS iberfiihrt und diese quantitativ im Harn ausgeschieden 
worden ist, wo diese in einer Konzentration von etwa 1°/,, vor- 
kommt), so ist es nicht zu verwundern, daB uns der Nachweis von 
d-PA hier nicht gelungen ist. Diesem negativen Befund kommt 
jedoch wie gesagt keine Beweiskraft zu. Von einer Belastung der 
Kranken mit 1-PA vor der Probenahme mu8te Abstand genommen 
werden, da uns vollig d-PA-freies 1-PA nicht in geniigender Menge 
zur Verfiigung stand. 


Experimenteller Teil 


Versuch 1. 3 weibe Ratten erhalten 0,33 g 1-PA je 100 g Korper- 
gewicht, gelést in H,O unter Zusatz der iiquivalenten Menge NaOH. 


Zeitpunkt Harn 
Gewicht mit Belastung oa | Ag*) -| Fe*) 1*) 

15.12.39} 175g | 0,575 g1-PA] 10° Uhr | 16° Uhr | ++ (+)/+++) 
+ 3,50 ml z. nichsten (+) ‘Spur - (+ 
n-NaOH Morgen | | 

22, 8.40] 103¢ 0,34¢g1-PA | Uhr |z. nichsten| ++++ 
+ 2,06 ml Morgen (m) 
n-NaOH 

22, 8.40] 9, 95g |0,314g¢g1-PA Uhr |z. nichsten | (Spur) | 
+ 1,90 ml Morgen | (m) | 
n-NaOH | | | 


Versuch 2. Zwei Gruppen zu je 3 Tieren werden mit 0,33 g I-PA/100 ¢ 
subeutan gespritzt. Den Lésungen sind iiquivalente Mengen NaOH, Na,CO, 
bzw. NaHCO, zugesetzt. 

*) Hier wie in allen spiiteren Tabellen bedeutet Ag = Stiirke der 
Schwirzung nach Zusatz von ammoniakalischer Silberlésung, Fe = Stiirke 
der Griinfiirbung nach Zusatz von Fe-Reagens, 1 = Stirke der Griinfiirbung 
mit Fe-Reagens nach Umsatz mit Proteus-Suspension, d = Stirke der Griin- 
firbung mit Fe-Reagens nach Umsatz mit RNE. Die Gradierung der 
Reaktionen ist folgende: — — Keine Farbiinderung, ? oder (Spur)? = zweifel- 
hafter Farbton, (Spur) = eben noch erkennbare Reaktion, Spur = sebr 
schwache Reaktion, (+) = schwache Reaktion, +- = deutliche Reaktion, 
+-+ = starke Reaktion, +++, ++-+-+ usw. = verschiedene Grade sehr 
starker Reaktionen. (m) = momentan. Sonst ist in Klammern die Zeit bis 
zum Auftreten der Schwiirzung angegeben. 
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Versuch 3. a) 22.8. 39. Zwei Gruppen zu je 3 Tieren werden be- 
lastet mit 0,33 ¢ 1-PA/100 g. Den Lésungen werden zugesetzt: 1. Aqui- 
valente Mengen H@i. 2. Na,CO, bis zu einem py von etwa 8. 3. Aqui- 
valeate Mengen NaOH. Gruppe A: Injektion in den Magensack. Gruppe B: 
Subeutane Injektion. Der Harn wurde bis zum niichsten Morgen ge- 
sammelt. 


Ge- Harn 
Gewicht Menge, Farbu Ag | Fe 
Gruppe A 
9, 148g] 4,88 ml einer | 10 ml | _ hellrot | 5,5 | | 
10°/,ig. 1-PA- | (Hiimaturie) | 


Lésung in der | | | 
iiquiv. Menge | | | 


156g] 15,6 ml einer | 17,5 ml | blabgelb 7,0 | | +++ 
3,3°/,ig. 1-PA- | | 
Lésung in H,0 
(py 8) | | 
202¢| 6,67 ml einer | 9,5 ml briunlich | 9,0 | (Spur) Spur — (+) 
10°/,ig. 1-PA- gelb | 


| 
| 

Lésung in der | | | 
iquiv. Menge | | 
| 


NaOH | 
Gruppe B 
9, 162 5,35 ml einer | 14,5 ml | blaBgelb 5,0 (Spur) ++ 
10°/,ig. 1-PA- 


Lésung in der 
iquiv. Menge 


160g} 16,0 ml einer | 23,0 ml | 


| schwach | 6,0 ++ (m) | + 
3,3%),ig. LPA- briunlich | | 
Lésung in H,O | 
(Px 8) | 
202 g| 6,67 ml einer | 9,0 ml | mahagoni | 80 |+++(m)  — 
10°/,ig, L-PA- | 


Lésung in der | | 
iiquiv. Menge | | 
NaOH 


b) 2 weiBe Ratten werden belastet mit 0,165 ¢ 1-PA/100g, gelést in 
H,0 unter Zusatz der iquivalenten Menge NaOH. Dem einen Tier wurde 
die Lésung in den Magensack, dem anderen subcutan eingespritzt. 
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4 mit 3 Menge, Farbe | Ag Fe | d 
“7.10. 39 189 0,312 ¢ 1-PA [112° Uhr] 13% Uhr] 4,0 ml |hellgelb| Spur | Spur | — | — 
+ 1,89 ml 14° ,, | 1,9 ml (+)? (Spur)?} — | — 
in den braun | | 
Magensack 19° ,, |2,8ml|} ganz - = (Spur) 
| schwach 
briiunl. | | | 
8. 10. 39 in” + 6, 1 ml | briunl. | | 
9.10.39] g, 211 0,348 ¢ LPA}10® Uhr| 14 Uhr/1,9 ml) briunl.| 4+ — | 
+ 2,11 ml 15° ,, |2,7ml/hellgelb] +++ (4+) | — 
n-NaOQH + 18% ,, | 3,8 ml | Spur; — | — 
H,O ad 20 ml 2,3 ml | | | — |- 
subcutan dunkel- 
Versuch 4, 14.12.39. Albinoratte &, Gewicht 142 g. 0,469 g 1-PA 


(0,33 g/100g), gelést unter Zusatz von 1,42 ml n-NaOH (‘/, Aquivalent), ; 
subeutan eingespritzt um 10°° Uhr. 


Menge Farbe Ag Fe 
) ies 
1 13” Uhr 1,9 ml hellgelb - +++ Spur 
2 3,1 ml Spur 
3 2,4 ml t+ (Spur) ? 
4 18° 3,9 ml (Spur) 
20° 2,0 ml + 4- (Spur) ? 
15. 12. '39 

6 9° Uhr 8,6 ml (Spur) -- 


Versuch 5. 10.9. 40. Subeutane Einspritzung verschieden groBer Mengen 


1-PA, unter Zusatz der NaOH. 3 weife’Ratten. 


Ge- 
schlecht Belastet 
Gewicht mit 
(0,165 #/100 g) 
+ 0,97 ml 
n-NaOH 
118g} 0,0972 1-PA 
(0,0825 g/100 g) 
+ 0,59 ml 
n-NaOH 
3, 1387 0,0563 g 1-PA 
(0,04125 = /100 g) 
+ 0,343 ml 
n-NaOH 


| 
der 


11*° Uhr 


11 Uhr 


11°° Uhr 


Harn 
Gesammelt | : | 
bj Menge Farbe | Ag Fe 
15° Uhr | 2,0ml; gelb | +++ 
11. 9. 39 
9° Uhr (14,0 ml) dunkel- ++ 
gelb (nach 4 Min.) 
15°° Uhr. | 6,0ml| gelb ++(4+) | 
11. 9. 39 (nach 1 Min.) 
9° Uhr §11,0ml) gelb (Spur)? | — 
11. 9. 39 
9° Uhr (13,8ml! gelb 
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Versuch 6. 9.9.40. Subeutane Einspritzung von d-PA (0,0825 g/100 g), 
gelést unter Zusatz der fiquivalenten Menge NaOH, Na,CO, bzw. NaHCo,,. 


3 weiBe Ratten. 


Ge- Zeitpunkt Harn 
Belastet d 
schlecht er | 

Gewicht Belastung bis 

104 g 0,086 g d-PA | 12" Uhr | 15°° Uhr — -(Spur) ? 
4+- 0,52 ml (n. mehreren 
n-Na0OH 10. 9. 40 Minuten) 

9° Uhr — 

92¢]0,076gd-PA | 12° Uhr | 15°° Uhr | — -(Spur)? | 
+ 0,46 ml | (n. mehreren | 
n-Na,CO, 10. 9. 40 Minuten) 

9° Ubr | 

123 ¢]0,102¢ d-PA | 12° Uhr | 15°° Uhr | — -(Spur)? | 
4+- 0,615 ml (n. mehreren 
n-NaHCO., 10.9.40 | Minuten) 

9° Uhr | _ 


(4) 
++++ 


Versuch 7. a) 28.8. 40. Subecutane Einspritzung von reiner d- bzw. 
u. d1-PMS (0,332 g/100 g), gelést unter Zusatz der iquivalenten Menge 


NaOH. 3 weibe Ratten. 

Ge- Zeitpunkt Harn 

Gewicht mit Belastung bis Menge: Farbe | Ag Fe 

99 ¢| 0,329 ¢ | 11° Uhr |-14 Uhr {3,6 ml |hellgelb) — | + (4) 
n-NaOH 29. 8. 40 | | 

9° Uhr |8,2 ml) gelb | +++ 

&, 106 g | 0,352 g d-PMS | 11°° Uhr | 14° Uhr | 2,9 ml jhellgelb) (+) | ~ 
+ 2,12 ml 15° /25ml! gelb | +) — 
n-NaOH 29. 8. 40 | | 

9° Uhr , |  — 

3, 105 10,349 Uhr | 14° Uhr | 4,3 ml hellgelb ++ 
+ 2,10 ml ine .. — (+) 
n-NaOH 29. 8. 40 | | 

9° Uhr ml! _,, — +(+) 


Bei der Umsetzung mit RNE gibt 1-PMS eine + +-Reaktion, aus 
d-PMS dagegen entstehen keine nachweisbaren Mengen PBTS. 


b) 26.2. 41. Zwei Gruppen zu je 2 Ratten werden bel: it d- bzw 
1-PMS (0,332 g/100 g). J werden belastet mit d- bzw. 


etwa 8. 


Gruppe B. Subecutane Eins 


Gruppe A. Subeutane Einspritzung einer 


unter Zusatz der iiquivalenten Menge NaOH (py 5). 


Lésung vom py 


pritzung einer wiifrigen Lisung, hergestellt 


| 
Fe 
7 
i 
+++ 4 
1 
j 
4 
; G 
4 
é 
ie 
i 
| 
i 
% 
| . 
} 
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Ge- Harn (gesammelt bis zum niichsten Morgen) 
schlecht Belastet optische | 
Gewieht mit Menge | Farbe | py | Drehung | Ag | Fe 
(20 em-Rohr)) 
Gruppe A 
6, 222 g]0,740 ¢ 1-PMS]| 11,0 ml | schwach | 7,1 — 1,00 — | + 
(verd. auf | briiunl.- | 
34,0 ml) gelb 
249 g 10,830 g d-PMS| 34,0 ml | schwach! 6,9 + 1,92 |(Spur) | (Spur) 
briiunl.- 
gelb | 
Gruppe B 
213 g|0,710 g l-PMS]| 17,0 mi | heilgelb | 6,0 | — 1,08 (|(Spur)! ++ 
+ 4,26 [(verd. auf 
‘ n-NaOH 23,5 ml) 
205 g [0,683 g d-PMS] 23,5 ml | hellgelb | 6,0 + 2,09 | (Spur) | (Spur) 
+ 4,10 ml 
n-NaOH 


Versuch 8. 27.8.40. 3 weiBe Ratten erhalten 0,64 g 1-Tyrosin je 
100 g Kérpergewicht subcutan injiziert. Die Lésungen wurden hergestelit 
unter Zusatz der fiquivalenten Menge NaOH, Na,CO, bzw. NaHCO,. Bei 


Verwendung der beiden letztgenannten gelang es nicht, das Tyrosin véllig 
in Lésung zu bringen. 


Zeitpunkt H 
Geschlecht Belastet 
Gewicht mit Belastung Menge Farbe Ag Fe 
94g) 0,343 g 1-Ty- 16° Ubr | 0,5ml | braun} +(+) (m) | — 
rosin + 1,88 ml 28. 8. 
n-NaOH morgens | 1,6 ,, +++ (m)| — 
| 0,350g 1-Ty- | 11°° Uhr} 16° Uhr 1,1ml | hell- — — 
rosin + 1,92 ml 28. 8. gelb 
n-Na,CQ, morgens | 10,5 ,, 
110g | 0,400g 1-Ty- 11° Uhr] 16° Uhr 7,2ml | hell- — 
rosin + 2,20 ml 28. 8. gelb ; 
n-NaHCO, morgens | 7,0 ,, — 


Bestimmung von d-PA im Blute. 1 Vol. Blut wird in 3—4 Vol. 
H,O himolysiert. Dann werden auf je 1 ml Blut 0,1 ml Fe-Reagens zugesetzt, 
aufgekocht, heiB filtriert und mehrfach mit heiBem Wasser ausgewaschen. 
Das Filtrat wird auf dem Wasserbad auf etwa 1 ml eingeengt. Nach Uber- 
fiihrung in ein Zentrifugenglas wird mit der 5-fachen Menge Alkohol ge- 
fallt und zentrifugiert, und das Ausgefiillte mehrfach mit Alkohol gewaschen. 
Die vereinigten wiBrig-alkoholischen Filtrate werden erneut auf dem 
Wasserbad auf etwa 1 ml eingedampft. Ist die Liésung noch nicht rein 
genug, wird nochmals mit Alkohol gefiillt, eventuell unter Zusatz eines 
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opfens Fe-Reagens. Es lohnt sich manchmal auch, das Filtrat zur Trockne 
Tropfen gesittigte K,CO,-Losung zuzugeben und mit 
Alkohol zu digerieren wie bei der Mikrojodbestimmung von Fellenberg. 
Zum Schlu8 dampft man zur Trockne ein und lést in 1 ml H,0. Soll gleich- 
zeitig 1-PA bestimmt werden, gentigen dazu 0,2 ml, die wieder auf 1 ml} 
verdiinnt werden und die restlichen 0,8 ml zur Bestimmung des d-PA. Zur 
Entfernung von PMS, die im Blut vorgelegen oder eventuell aus PBTS bei 
der Aufarbeitung entstanden sein kounnte, und anderen itherléslichen Stoffen, 
wird angesiuert und mebrfach mit Ather ausgeschiittelt. 


Versuch 9 (mit Th. Gamnes). a) 14. 3.38. Kaninchen, Gewicht 1,73 kg. ) 
Athernarkose. Laparotomia ant. Unterbindung aller GefaiBe zum Darm vom 
Rectum zum Duodenum, zuletzt Unterbindung der Pfortaderiste. In eine 
der Halsvenen werden 51 ml einer 3,3°/,igen Lésung von 1-PA in 0,9°/, iger 
NaCl-Liésung langsam einlaufen gelassen. Einlauf beendet um 13° Uhr. 


1-PA im Blut: Blutprobe I (14°°—14 Uhr) +++ 


29 I (+) 
Harn- Harn 
probe Entleert Menge | Fe 
I Unmittelbar nach der Injektion 7,5 ml Spur | fe te te 
Il desgl. 45 | 
oi 1 Stunde nach der Injektion i +++ + 
IV 1 Stunde 15 Minuten | Spur 
1 Stunde 25 Minuten ++ | Spur 
VI 1 Stunde 53 Minuten ++ Spur 
VII 2 Stunden 13 Minuten 6,6 ,, + | Spur 
4 Stunden 15 Minuten | Spur 
IX Bis zum niichsten Morgen | Oye gs Spur | 


Intravenése Injektion von 10°/,iger Glykose-Lésung: 14°° Uhr 8 ml, 
15*° und 16% Uhr je 7 ml, 18%—18*° mehrere Injektionen zusammen etwa 
15 ml, 19% und 19* Uhr je 3 ml. 

b) 16. 3. 38. Kaninchen, Gewicht 1,59 kg. Intravendser Einlauf einer 
Lésung von 1,59 g 1-PA in 50 ml 0,9°/,iger Kochsalzlésung. Einlauf ab- 
geschlossen um 13 Uhr. Blase vor dem Einlauf geleert. 


Harn- Tarn 
probe Entleert Menge Fe | 1 
I 15 Minuten nach der Injektion | 11,5 ml | Spur ++ 
Il 35, 1254, ++ +++ 
ti 1 Stunde 30 Minuten 42 +E (+) 
[V 2 Stunden 20 Minuten | 2, | +4 (+) 
7 5 ” 40 9 | 2,5 ” | ++ 


Die zu diesen Versuchen verwendeten Priiparate waren nicht d-PA-frei. 


Versuch 10 (mit Th. Gamnes). a) 26. 3. 38. Kaninchen, Gewicht 
1,57 kg, 1,57 g 1-PA, gelést in 100 ml 0,9 */,iger NaCl-Lésung werden in den 
Magensack eingefiihrt um 10° Uhr. 


4 
4 
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Blutprobe Entnommen 1 
I 15 Minuten nach der Injektion Spur 
II 1Stunde ,,, 
2Stunden ,,_,, + 
IV 3 99 99 29 39 + + 
V + 99 29 29 ” + + 


b) 29. 3. 38. Kaninchen, Gewicht 1,53 kg. 1,53 g 1-PA gelést in 100 ml 
0,9°/,iger NaCl-Lésung werden in den Magensack eingefiihrt um 10% Ubr. 


Blutprobe Entnommen 1 
| I 30 Minuten nach der Injektion oa 
1Stunde ,, +++ 
ii 2Stunden ,,,, +++ 
IV 3 oy +++ 
V 4 9 29 + 
VI dD ” + 
Harnprobe Entleert Menge 1 
I 1275 Uhr 9 ml 
II 12° ,, W (Spur) 
17% ,, 27 
IV bis 30. 3. morgens 60 ,, 


Versuch ll. 


d-PA-Ausscheidung im Harn nach 
(0,033 g/100 g) und 1-PA (0,33 g/100 g), gelést in H,O (py 8), bei 2 weiBen 


a) 30. 9.39. Vergleich der PBTS-Ausscheidung und 


subeutaner Einspritzung von d-PA 


Ratten. 
Ge- Zei kt 
Belastet 
schlecht der 
Gewicht _ Belastung bis Fe d 
-_ 
etwa 15 ml 20% ., | 11,5 (+) Spur 
H,O per os 1.10.125.,, 4,0 — ? 
210 0,693 ¢ | 12° Uhr Uhr} 2,5 Spur~  ? 
20° 3,5 t++tt+ ? 
5,7 , (Spur) 


b) 5. 10, 39. Vergleich der Ausscheidung im Harn von PBTS und 
1- und d-PA nach subcutaner Einspritzung von 1- bzw. d-PA (0,165 g/100 g), 
(Die zum Nachweis des 1-PA ver- 


gelést in H,O, bei 2 weiBen Ratten. 
wendete Proteusemulsion zeigte schwache Wirksamkeit.) 
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Ge- Zeitpunkt Harn 
achlecht |  Delastet 
Gewicht Belastung] pis Menge 
, 151g] 0,249 g 1-PA | 12% Uhr} 3,3ml | (Spur)? (Spur) 
in car 15 ml | (Spur) 
6.10.10°,, | 2,9 ,, 
2, 129¢| 0,218 ¢ d-PA | 12% Ubr| 13° Uhr) 2.2ml — 
in ca. 15 ml 45 | | — 
H,0 ” 2,4 ” > ++ 
22% ,, | 3,0,, +++ + ss 
6.10.10°,, | 2,0 ,, 


Versuch 12. Zeitlicher Verlauf der PBTS- 


und 1-PA-Ausscheidung 


im Harn bei 2 weiBen Ratten, denen 1-PA (0,33 g/100 g), gelést in H,O 
(py 8), in den Magensack bzw. subcutan eingespritzt wurde. 


Ge- Zeitpunkt Harn 
Datum schlecht der Ge amu elt 
Gewicht Belastung | Menge Fe | 1 
7.10.39] 9, 186 g | 0,614 g 1-PA} 10° Uhr 13° 3,7ml| +++ (+) 
in ca. 20 ml 14° . 133.) HEEFT + 
H,O in den 18% | 3,7, +#++ | Spur 
Magensack Iv” «| + (Spur)? 
| (Spur) — 
11.12.39] 155 g 0,512 g 1-PA] 10* Uhr 13° Uhr, 2,5ml} +++ | (Spur)? 
subeutan 14° | 2,2 ,, |++++ +] (Spur) 
18° 3,7,,| 
3,0 ,, | ++(+) | (Spur)? 
12.12.9°,, | 56, (4)-+ | — 


Versuch 13 (mit Th. Gamnes). 


23. 3.38. Belastung von 2 Ver- 


suchspersonen mit d1-PA (0,75 g) per os. 


Zei kt 

person Belastung | Entleert | Menge | Fe 

ThG. | [11 Ubr| 71 mi 
12° ., 17,5, | ++ 
Spur 
14% 32, Spur 

K. C. 11°° Uhr 11 Uhr! 20 ml (Spur) 
16,5 ,, | (Spur) 
12% 19 ” (+) 
my, | (+) 


| 
| 
| 
| 
: 
| 
| d | 1 
(Spur) Spur 
| +++ (+) 
+++ (4) 
+ + (+) 

+ (+) 
| Spur 
(+) 

+++ (4) 

(+) 

+ + (+) 
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Versuch 14. a) 18.10.39. Albinoratte 9, 183 ¢. Um 141° Uhr werden 
0,604 g 1-PA (0,33 g/100 g), gelést in H,O (py 8), subeutan eingespritzt. Ge- 
tétet um Uhr. 


Harnprobe | Gesammelt bis Menge Fe Ag 
Uhr 1,8 ml 
II 19 20 9 3,3 ” Spur 


Blutserum: ]-PA + (< 1°/ 50) 
G-PA (Konz. 6: 1)*). 


b) 26. 10. 39. 2 weiBe Ratten erhalten 0,33 ¢/100 g 1-PA, in 3,3°/,iger 
wiBriger Liésung (px 8), subcutan eingespritzt, Tier 1 ein ungereinigtes, 
Tier 2 ein mit RNE von d-PA befreites Priiparat. 


dl Harn 
Belastet — 
Tier | schlecht : 
Gewicht Menge Fe Ag 1 a 
1 | 9, 195g] 19,5 ml einer | 4,5 ml |+++++) — + (+) 
3,3 °/,igen 1-PA- 
Lésung in H,O 
(ungereinigt) 
2 19, 215¢] 21,5ml einer | 6,5 ml) ++++ | — |Spur—(+)| (Spur 
3,3°/,igen 1-PA- P (Spur) 
Lésung in H,O 
(gereinigt) 
Blut 
Tier 
] | d 
| (Spur) (1/16 °/o0) 
2 ++ 


Versuch 15. a) 13.11. 39. 2 weifen Ratten wird nach Nephrectomia 
bilateralis 0,33 g 1-PA/100 g Kérpergewicht subcutan eingespritzt. Das eine 
1-PA-Priiparat war mit RNE von d-PA befreit worden. 


*) Die angegebenen Zahlen bedeuten, daB der Farbton demjenigen bei 
Verwendung einer reinen d-PA-Lésung der angegebenen Konzentration ent- 
spricht, und nicht etwa die wahre Konzentration des d-PA in dem kon- 
zentrierten Blutfiltrat. Die Blutfiltrate wurden, falls nichts angegeben ist, 
auf 1 ml eingeengt. 0,8 ml wurden zur Bestimmung des d-PA, 0,2 ml, die 
auf 1 ml verdiinnt wurden, zur Bestimmung des ]-PA verwendet. Die End- 
konzentration des 1-PA entsprach demnach, abgesechen von den Verlusten, 
ungefiihr der urspriinglichen. 
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Ge- Zeitpunkt} Tier Blut 
Tier} schlecht er g Tier 
mit Menge l d 
Gewicht Belastung| totet 
1 , 223 293 ml einer | 104 Uhr] 19% | ca. 5 ml | (Spur)? 1 
etwa 3,3°/, igen (verd. 1:2) | 
1-PA-Lésung 
(gereinigt, 
px 8) | 9 
2 | 9, 185g] 18,5 ml einer | 11'° Uhr} 19% 3,5 ml |Spur —(+)(+)(< 
3,3°/, igen 1-PA- (verd. 1:2) 
(nicht 
gereinigt, 3 
Kontrolle: zu Tier 1) 5ml Blut + 1 ml der gereinigten + +(+) | (Spur) 
1-PA-Lésung*) (*/16°/o0) 
zu Tier 2) 3,5 ml Blut + 0,7 mi der unreinen | +++ Spur 4 
1-PA-Lésung (verd. 1:2)} (>1/5°/oo) 
b) 17.11.39. 2 weiBen Ratten werden 0,33 g 1-PA/100 g Korper- 


gewicht subcutan eingespritzt nach Nephrectomia bilateralis. Die Priparate 
waren mit RNE gereinigt. 


- Zeitpunkt Blut 
Tier} schlecht der tet | | 

1 196g} 20ml einer | 10° Uhr] 15° Uhr] 5ml (+) (Spur) 
ca. 3,3°/,igen (verd. 1:10) | (*/16°/o0) 
1-PA-Lésung 

(gereinigt) 
2 220g] 22 ml einer [11°° Uhr] + | 2,5ml |(Spur) — Spur (Spur)? 
etwa 3,3°/, igen Laufe der (verd. 1:10) (< 
1-PA-Lésung Nacht 
(gereinigt) 
Kontrolle: 5ml Blut ohne Zusatz (konz. auf 1 ml) | - -- 
(verd. 1:10) 
5 ml Blut + 1 ml 3,3°/, 1-PA (gereinigt) +++ (Spur)? 
(konz. auf 1 ml) | (verd. 1:10) (< "Jig Joo 
c) 21. 11.39. 5 weiBe Ratten, in verschiedener Weise belastet. Bei 


simtlichen Tieren wurde eine Nephrectomia bilateralis ausgefiihrt. 


*) Die gereinigte Lésung enthielt noch PBTS, die nicht véllig entfernt 
worden war, beim Versetzen mit Fe-Reagens (ohne erneuten Umsatz mit 
RNE) wurde nimlich eine Spur-Reaktion erhalten. 


~ 
f 
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Ge- Zeitpunkt Blut 
Gewicht Belastung getotet | Menge | d 
119, 225g] 20ml H,O [13% Ubr]+16°Uhr| 2,5ml — | 
per os | | 
| 
-PA 
2 | 231 g] 23 ml einer | 14'° Uhr|19% Uhr} 5ml_ | (Spur) (Spur) 
3, 3 °/,igen 
1-PA-Lésung | 
subcutan 
3 266 26,5 mi einer | 14*° Uhr] 19* Uhr 7 mi (+) Spur 
3,3 °/,igen /10°/o0) 
]-PA-Lésung 
) (Pq 8) subcutan | 
4 1, 263g} 20ml H,O [14% Uhr] +} zwi- 2ml +++ (Spur) 
0) (Pp 8) per os schen 16] + 3ml 
u. 18 Uhr}von Tier 5 
+1ml | 
3,3 
PA | | 
5 265 ¢ 20° — | 
— Versuch 16. 6.12.39. 2 weibe Ratten erhalten d- (0,165 g/100 g) 
aie bzw. 1-PA (0,33 g/100 g) in wiBriger Lisung subeutan eingespritzt nach 
Ausfithrung einer Nephrectomia bilateralis. 
Ge- Zeitpunkt Blut 
Tier| schlecht, Belastet der Tier 
Gewicht Belastung getotet | Menge d 
¢ 1 | &, 174g] 17,4 ml einer | 14“ Uhr] 19% Uhr] — 
oo) 3,3°/,igen | 
1-PA- -Lésung | 
‘| subeutan 
2 187g] 18,7 ml einer | 15" Uhr] 20" Ubr]3,5ml Spur) 
0, 165 °/, igen | (> 
d- -PA-Lisung 
subcutan 


Kontrolle: 5 ml Blut + 1 ml 3,3°/,ige 1-PA-Lésung 
3,5 ml Blut + 0,7 ml 0,165°%/,ige d-PA-. | Spur(> 1/,°/,,, 
2osung vermutlich 


Versuch 17, Vergleich der verschiedenen Belastungsarten. Alle 
Tiere belastet mit 0,33 g1-PA/100¢ nach Nephrectomia 
bilateralis. WeiSe Ratten. 
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a) 11. 9. 40 
- Zeitpunkt Blut 
Ti Belastet Tier 
Gewicht mit [Belastung| S°ttet | Menge; a 
1 6, 116g] 0,382g1-PA | 11% Uhr {16% Uhr| 2,5 ml pur 
gelést in H,O 
2 1 g,110g] 0,363 ¢1-PA | 12% Uhr Uhr] 2 ml 
+ 2,20 ml 
n-HC1 
b) 14. 9. 40 
ce | zeitpunkt] Blut 
Tier| schlecht der 
Gewicht Belastung] | Menge) | d 
1 fa, 200¢] | 10% Ubr [14% | 
-+- 4,00 ml | 
n-NaOH | 
2 185g] 0,611 g1-PA | 10° Uhr |15% Uhr] 4 ml | + (+) | 
3 1g, 188g] 0,620g1L-PA 11° Uhr Uhr] 4ml 
| + 3,76 ml | 
n-HCl | 
ec) 28. 9. 40 
Ge- Zeitpunkt} Blut 
Tier| schlecht |  Belastet der Tier 
Gewicht mit Belastung getotet Menge’ ] d 
1 9, 285 g | 0,954 g¢1-PA | 10% Uhr |15* Uhr} 5 ml | (Spur) 
+ 5,70 ml 
n-NaOH | 
2 19, 268g | 0,884 ¢1-PA | 11° Uhr 5ml | +4 | loo 
in H,0 (pg 8) 
3 19, 310g 1,023 g1-PA | 12% Uhr [16% Uhr} 5 ml |-+-+(+)| < 
+ 6,20 ml 
n-HCl 


Versuch 18. Zeitliche Verfolgung der 1- und d-PA-Konzentration in 
Blut nach subcutaner Eins 


Nephrectomia bilateralis. 


_ Das zu diesen Versuchen verwendete 1-PA-Priiparat war vollig d-PA- 
frei, denn selbst in der 3,3°/,igen Liésung konnte nach Umsatz mit RNE 


In der nicht absorbierten Fliissigkeit 
funden: 1 


keine PBTS nachgewiesen werden. 
aus der Subcutis wurde bei Tier 3 ge 


pritzung von d-PA-freiem 1-PA (0,33 ¢/100 g) nach 


‘ 
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Ge- B Verweil- Blut 
Tier | schlecht elastet dauer im 
Gewicht = Kérper | Menge 1 d 


bo 


qr 


SP 


9,245¢ | 0,825 g1-PA 3Stdn. | 55ml | +(+) | 
in H,O (pq 8) 


9,225¢ | 0,745¢LPA | 4Stdn. | | oo 
in H,O (Pr 8) 
9, 300 g 0,990 g 1-PA 4 Stdn, 7 ml +++ | Spur 


9, 262¢ | 26,2 ml einer 5 Stdn. Sml | +++ | Vie oo 
3,39/, ig. 1-PA- 
Lésung 


Q, 255 g 0,844 1-PA 51/, Stdn. 5,5 ml | 
in (py 8) 


9, 195 ¢g 19,5 ml einer 6 Stdn. 3 ml + 


3,3°/,ig. 1-PA- 
Lésung 
250 ¢ 25,0 ml einer 7 Stdn. 4,5 ml | ++(+) 
3,3°/,ig. 1-PA- 
Lésung 
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Uber die Thymo-polynucleotidase aus Pankreas 
Nucleinsaéuren. V 


Von 


F. G. Fischer, Ise Béttger und Heinz Lehmann-Echternacht 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1941) 


AuBer der Abspaltung von Phosphorsiiure und Nucleinbasen 
war es die schnelle Verfliissigung der gallertigen Lésungen von 
Alkalisalzen tierischer Zellkernsiuren, die in den Anfaéngen der 
Betrachtung des fermentativen Abbaus dieser Stoffe zunichst auf- 
fiel. Die spitere Untersuchung dieser ,,Nuclease‘‘-Wirkungen hat 
gezeigt, daB dabei mehrere Fermente, Nucleotidasen und Nucleo- 
sidasen, nacheinander an der Arbeit sind, und hat ihre Spezifitit 
im einzelnen umrissen!). Doch fehlten bis vor kurzem genauere 
Vorstellungen iiber die Wirkungsweise jener Fermente, welche die 
kolloiden Séuremolekiile zunachst angreifen, ihre Lésungen ver- 
fliissigen und sie schlieBlich in Mononucleotide iiberfihren. 

Ks ist in der [. Mitteilung?) gezeigt worden, daB Thymonuclein- 
siuren durch eine Polynucleotidase aus Pankreas sehr weitgehend 
hydrolysiert werden, bis zu Oligonucleotiden, die ihrem Molekular- 
gewicht nach®) sehr wahrscheinlich Tetranucleotide sind. Dabei 
werden Sauregruppen frei, und zwar 1 Aciditit auf je 4 Phosphor- 
siure-Gruppen. 

In der folgenden Mitteilung werden Verfahren zur Anreiche- 
rung dieser Polynucleotidase beschrieben und einige ihrer Eigen- 
schaften untersucht. 

Zur Bestimmung der Wirksamkeit dieses Ferments fehlt 
eine Methode, die genau und einfach zugleich wire. Die Messung 
des mit der Hydrolyse einhergehenden Aciditatszuwachses liefert 
brauchbare Werte nur in Abwesenheit gré8erer Mengen puffernder 
Stoffe und daher auch nur mit stark gereinigten Fermentpripa- 
raten. Aus diesem Grunde diente die augenfiilligste Wirkung der 
Polynucleotidase, die Verfliissigung einer Gallerte von nuclein- 
sauren Salzen, wie bei fritheren Untersuchern®**) zu ihrer Be- 
stimmung. Gwar liefert dieses Verfahren, selbst wenn mehrere 
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Versuchsreihen mit gestaffelten Fermentmengen beobachtet wer- 
den, um 4hnliche Verflissigungszeiten zu vergleichen, nur unge- 
fahre Werte. Doch ist es nach unseren Versuchen nicht einfach, bei 
genaueren MeSmethoden, wie etwa bei Bestimmungen im Viskosi- 
meter’), die stérenden Einfliisse auszuschalten, welche ausgebt 
werden durch die Verschiedenheit der Fermentpraparate, der Salz- 
konzentrationen, der Vorgeschichte der nucleinsauren Lésungen 
und anderes mehr. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung von Polynucleoti- 
dase-Priiparaten ist sowohl die frische Pankreas-Driise geeignet, 
wie die durch Behandlung mit Aceton entwiisserte und entfettete. 
Ungeeignet waren dagegen die gepriiften Pankreas-Priparate des 
Handels, wie Pankreatin oder Trypsin, die eine weit geringere 
polynucleotidatische Wirksamkeit haben. 

Aus frischem Rinderpankreas-Brei lassen sich mit 0,25 n 
Schwefelsiure Ausziige herstellen, aus denen durch Ammonium- 
sulfat-Zusitze nach Entfernung unwirksamer Vorfallungen die 
Polynucleotidase zwischen 30 und 60°/,iger Sattigung gefallt wird. 
Nach Wiederholung der fraktionierten Fallung werden Ferment- 
Priparate erhalten, die auf Gelatine oder Fibrin-Flocken keine 
tryptische Wirkung zeigen und auch keine Hefe-Nucleinsaure an- 
greifen. Die (schon krystallisiert dargestellte) Ribo-polynucleo- 
tidase, die nach M. Kunitz*) aus Pankreas in gleicher Weise aus- 
gezogen, aber von Ammoniumsulfat erst bei einer 70-—80°/,igen 
Sittigung niedergeschlagen wird, ist also von der Desribo-poly- 
nucleotidase getrennt. Der Versuch, durch weitere fraktionierte 
Aussalzungen auch die Thymo-polynucleotidase krystallisiert dar- 
zustellen, muBte zuriickgestellt werden, da gréBere Mengen frischer 
Pankreas-Driise nicht zu erhalten waren. | 

Die in dieser Weise gewonnenen, ammonsulfat-haltigen 
Trockenpraparate sind meistens monatelang unverandert haltbar. 
In einigen Fallen jedoch wurden aus ungeklarten Griinden starke 
Wirksamkeitsverluste bei der Darstellung und auch beim Lagern 
beobachtet. Durch die Extraktion der frischen Driise mit ver- 
diimnter Schwefelsdure wird nur ein Bruchteil der darin enthaltenen 
Nucleotidase ausgezogen und ein Teil wird inaktiviert. Es ist be- 
merkenswert, daB die Fermentwirksamkeit unter diesen Bedin- 
gungen iiberhaupt, wenn auch unvollstindig, erhalten bleibt: 
Denn im Pankreas-Trockenpulver, in Fermentpraparaten des Han- 
dels und besonders in gereinigten Préparaten wird die Polynucleo- 
tidase in mineralsaurer Lisung sehr schnell unwirksam. 


woe 
4 * > = 
— 
i 
: 
i 
# 
x 
¢ 
x 
= 
| 
‘ 


948 F.G. Fischer, Ilse Béttger und Heinz Lehmann-Echternacht 


Eine nahezu vollstandige Extraktion des Ferments aus der 
Drise und die Darstellung zuverlassig haltbarer Praparate wird 
erreicht, wenn von getrocknetem Pankreas ausgegangen wird. 
Durch schnelles Entwissern und Entfetten von Pankreas-Brei mit 
Aceton wird die Wirksamkeit des darin enthaltenen Ferments nicht 
vermindert. Die aus Rinderpankreas gewonnenen Trockenpulver 
sind 3—4mal wirksamer als die aus Schweinepankreas. Im Ver- 
gleich zu einigen handelsiiblichen Erzeugnissen aus der Bauch- 
speicheldriise sind die so hergestellten Trockenpraparate poly- 
nucleotidatisch auBerordentlich aktiv. R. Feulgen®) hat zur Ver- 
fliissigung von a-Nucleinsiuren Pankreatinum absolutum Merck 
verwandt. Die von uns gepriiften Praparate dieser Firma muBten 
in 20—25mal gréBeren Mengen als Schweinepankreas-Trocken- 
pulver, in 80—100mal gréBeren Mengen als Rinderpankreas-Pulver 
angewandt werden, um gleiche Wirkungen zu erreichen. Aus Ver- 
gleichen mit den Angaben Feulgens geht allerdings hervor, daB 
die von ihm verwandten Pankreatin-Priparate wahrscheinlich 
starker verfliissigend wirkten als die jetzt kauflichen. 

Aus den haltbaren Pankreas-Trockenpulvern wird die Poly- 
nucleotidase durch kurzes Ausziehen mit Wasser fast vd6llig in 
Lésung gebracht. Aus der Lésung léBt sich das Ferment durch 
fraktionierte Fallung mit Aceton (40—70 Vol.°/,) oder mit Am- 
moniumsulfat (80—70°/,iger Sattigung) niederschlagen. Extra- 
hiert man das Drisenpulver statt mit Wasser mit 30°/,igem 
waBrigem Aceton, so wird das Ferment ebenso vollstaindig ausge- 
zogen, aber von vornherein mit weniger Begleitstoffen. Die am- 
monsulfathaltigen Ferment -Niederschlige kénnen ohne Wirk- 
samkeitsverluste durch Dialyse vom Salz befreit werden. Es 
lassen sich so Trockenpraéparate gewinnen, die im Vergleich zur 
trockenen Driise die Polynucleotidase 50—60fach angereichert ent- 
halten. Sie sind tryptisch unwirksam und enthalten Ribo-nucle- 
inase nur, wenn die fraktionierte Fallung nicht wiederholt und in 
weiten Grenzen durchgefiihrt wurde. 

An langer dialysierten Lésungen wurde die Beobachtung ge- 
macht, daB Magnesium-Ionen fiir die Polynucleotidase-Wir- 
kung unerlaBlich sind. Diese Lésungen verfliissigen nimlich Mg- 
nucleinat-Gallerten mit gleicher Geschwindigkeit wie vor der 
Dialyse, Na-nucleinat-Gallerten aber iberhaupt nicht mehr; nach 
Zugabe von Mg-Ionen kehrt ihre Wirksamkeit auch gegen die 
Natriumsalze zuriick. Diesen unerlaBlichen Bedarf an Magnesium- 
Jonen hat die Polynucleotidase mit den Phosphatasen gemein. 
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Pankreatin-Priparate biBen bei langeren Dialysen ihre poly- 
nucleotidatische Wirksamkeit fast ganz ein, vielleicht durch die 


. Wirkung der vergesellschafteten Proteasen. 


Auch ein technisches Schweinepankreas-Trockenpraparat*) , 
welches annahernd eine gleich schnelle verfliissigende Wirkung 
hatte wie die selbsthergestellten, verhielt sich bei den Versuchen 
einer Polynucleotidase-Anreicherung davon sehr verschieden. Die 
aus seinen Lésungen mit Aceton oder mit Ammonsulfat erzeugten 
Fermentfallungen verloren sowohl beim Trocknen wie bei der 
Dialyse ihre Wirksamkeit voéllig. Die Nucleotidase wurde in der 
Hauptmenge erst bei 60—70°/,igen Salzsittigungen nieder- 
geschlagen, wie die ams selbstgetrocknetem Schweinepankreas, 
wahrend die in den Ausziigen aus Rinderpankreas schon bei 40 
bis 50°/, fallt. Schon beim Lagern biiBte tibrigens das Pankreas- 
Trockenpulver im Gegensatz zu den selbsthergestellten Priparaten 
im Laufe von 3 Monaten zwei Drittel seiner Aktivitat ein. Diese 
Unterschiede im Verhalten der Fermentpriparate verschiedener 
Herkunft und Vorbehandlung sind am ehesten durch die Annahme 
verschiedener, bzw. bei der Vorbehandlung teilweise veranderter 
KiweiBtraiger der Fermentwirkung verstandlich. 

Auch die fir die Polynucleotidase-Wirkung optimale Aci- 
ditaét kann je nach der Vorgeschichte des Praparats etwas 
schwanken: Getrocknetes Schweine- und Rinderpankreas ver- 
fliissigen Mg-nucleinat-Gallerte am schnellsten bei px = 7,0, 
die in saurer Lésung aus Rinderpankreas ausgezogenen und mit 
Ammonsulfat gefallten Praiparate ebenso, die durch Salzfallung 
aus trockenem Schweinepankreas erhaltenen jedoch bei px = 8,4; 
Pankreatinum abs. Merck bei po =7,8—8,0. Feulgen gibt fir 
die ,,Nucleogelase‘‘-Wirkung des letzteren Praparates ein opti- 
males px von 6,9 an). Diese auffallenden Unterschiede lassen 
sich nicht etwa auf eine verschiedene Bestindigkeit der ver- 
schiedenen Fermentpriparate zuriickfiihren, da zur vergleichenden 
Priifung nur kurze Zeiten gewahlt wurden und auBerdem auch 
Praiparate mit verschiedenem Acidititsoptimum zum Teil gleiche 
Bestandigkeit hatten. 

Am haltbarsten sind Polynucleotidase-Lésungen bei pa = 6, 
cleichgiiltig, welcher Herkunft die Praparate sind. Mineralsaure 
Lésung zerstért, wie erwahnt, die Fermentwirkung des getrockneten 


*) Wir verdanken dieses Praparat dem freundlichen Entgegenkommen 
der Firma Fr. Witte, Rostock. 
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Pankreas und der gereinigten Praparate in kurzer Zeit (1 Stunde 
bei px = 2 und 87°). Die Bestindigkeit fallt aber besonders schnell 
nach der alkalischen Seite ab: bei px = 8,4 und 37° werden Poly- 
nucleotidase-Lisungen in 8—4 Stunden unwirksam. Bei langer 
dauernden Versuchen iiberlagern sich die Einfliisse der Aciditit 
auf die Fermentinaktivierung und auf die Fermentwirksamkeit. 
Man beobachtet daher in mehrstiindigen Hydrolysen auch bei 
Praparaten, die im schwach alkalischen Gebiet optimal arbeiten, 
bessere Wirkungen zwischen px = 6 und 7. 

Beim kurzen Erhitzen verlieren Thymo-polynucleotidase- 
Lésungen ihre Wirksamkeit vollig, in neutraler Lésung und auch 
bei px =2 und 4. Da die Ribo-nucleinase diese Erhitzung iber- 
steht, 1iBt sich in dieser Weise ihre Anwesenheit in Ferment-Pra- 
paraten nachpriifen und die Verschiedenheit der beiden Ferment- 
wirkungen nachweisen. Auch Trypsin wiirde beim Erhitzen in 
saurem Medium nicht inaktiviert werden. 

Eine Hemmung der Polynucleotidase durch Salze, wie Am- 
monsulfat oder Magnesiumsulfat, wird erst bei starkeren Konzen- 
trationen (30°/,iger Sattigung) deutlich merkbar. Arsenat hemmt 
véllig schon in 10-?m Lésung, ebenso Arsanilsiure. Eine starke 
Wirksamkeitsverminderung durch Arsenat-Ionen ist auch bei der 
Mononucleotidase bekannt®); Arsanilséure hingegen vergiftet dieses 
letztere Ferment nach unseren Beobachtungen nicht. 

Fir die Aufklirung der Struktur der hochmolekularen Nu- 
cleinsiuren ist die Kenntnis der spezifischen Wirkung der 
Thymopolynucleotidase von Bedeutung. Mit den gereinigten 
Praparaten wurde daher in mehreren Versuchsreihen festzustellen 
versucht, welche besonderen Bindungen dieses Ferment zu lésen 
vermag. | 

Ks ist, wie eingangs erwihnt, gesichert, daB die hydrolytischen 
Vorgiange, welche zunichst als Verfliissigung der Nucleinat-Gallerte 
sichtbar werden und mit starken Viskositits-Verminderungen und 
Leitfahigkeits-Erhéhungen der Liésungen einhergehen, Siure- 
gruppen freimachen. DaB es 1 Aciditét auf je 4 Phosphoratome 
ist, spricht ebenso wie die Molekulargewichtsbestimmungen der 
Hydrolysenprodukte fiir die Bildung von Tetranucleotiden aus dem 
emige Tausende von Mononucleotid-Einheiten enthaltenden, kol- 
loiden Sdéuremolekiil. Nach den gegenwartigen Vorstellungen vom 


Bau der Nucleinsauren ist eine Verknipfung dieser Oligo-nucleotid- | 


Kinheiten uber die Phosphorsaéure-Gruppen am wahrscheinlichsten, 
entweder als Ester-Bindung mit einem Zucker-Hydroxyl, vielleicht 
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auch mit einem Hydroxyl der Purin- bzw. Pyrimidin-Kerne, oder 
als Phosphamid-Bindung mit einer Amino-Gruppe der Basen. 

Phosphorséiure wird beim Abbau der a-Nucleinséiure durch 
Polynucleotidase nicht frei; diese schon von friiheren Autoren bei 
der Untersuchung der ,,Nuclease‘‘5)- und ,,Nucleogelase‘‘- Wirkung®) 
gemachte Beobachtung wurde in unseren Versuchen mit Mengen 
des gereinigten-Ferments, die ein Vielfaches des zur Verfliissigung 
und Hydrolyse zu Oligo-nucleotiden Notwendigen betrugen, sehr 
genau bestitigt. Auch aus Mononucleotiden wird keine Phosphor- 
siure abgespalten. Da es méglich erschien, daB die Polynucleoti- 
dase eine 5-Nucleotidase sei, das hei8t, daB sie nur Phosphorsaéure 
entfernen kénne, die mit dem in 5-Stellung befindlichen Zucker- 
Hydroxyl verestert ist (und nicht 3-sténdige), wurde auch Muskel- 
adenylsiure als Substrat gepriift: mit gleichem, negativem Er- 
gebnis. Auch Glycerin-phosphat, weiterhin Diathyl-phosphat, 
Diphenyl-phosphat und Triathyl-phosphat (die als Beispiele 
fir Mono-, Di- und Tri-Ester herangezogen wurden) werden 
nicht angegriffen ; ebensowenig Pyro-phosphat und Diphenyl-pyro- 
phosphat. 

Um eine mégliche Wirkung als Phosphamidase nachzupriifen, 
wurden der Polynucleotidase Phosphorséure-diamid, p-Chlor- 
anilido-phosphat, Dianilido-phosphat und Kreatin-phosphat als 
Substrate geboten. Eine Hydrolyse trat auch bei diesen Phosphor- 
séure-Derivaten nicht ein. 

Da es kaum zweifelhaft ist, daB die bei der Hydrolyse der 
hochmolekularen Nucleinsdure freiwerdenden Aciditaéten Phosphor- 
sdéure-acidititen sind, die Polynucleotidase aber die Phosphor- 


siure-anhydrid-, Phosphorsiaure-ester- und 


Bindungen der gepriiften Substrate nicht hydrolysiert, erscheint 
dieses Ferment als Phosphatase oder Phosphamidase eng um- 
schrankter Spezifitat. 

Dadurch hebt es sich aus der Gruppe sonstiger Phosphatasen 
hervor, denen bekanntlich in bezug auf die sduregebundene Kom- 
ponente ein weitgehender Spezifitétsmangel eigen ist. 

Fir die Struktur der Thymo-nucleinséuren laBt sich 
bisher nur die Folgerung ziehen, da8B die Verkniipfung der Tetra- 
nucleotid-Einheiten untereinander wahrscheinlich verschieden ist 
von der Verkniipfung der Mononucleotide in der Einheit selbst. 
Es ware sonst schwer verstaéndlich, warum die Hydrolyse beim 
Tetranucleotid stehen bleibt. Wahrscheinlich bestehen auch Unter- 
schiede zum Bauprinzip der Hefe-Nucleinséuren. Sicher ist jeden- 
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falls die Verschiedenheit von Desribo- und Ribo-polynucleotidase, 
deren Wirkungen getrennt beobachtet wurden. 

Zum Vergleich mit der Wirkung des ersten Ferments wurden 
auch einige Versuche mit dem zweiten durchgefiihrt, die hier Er- 
wahnung finden sollen: 

Uber das Molekulargewicht der Hefe-Nucleinsdure herrscht 
noch groBe Unklarheit. Immer wieder, auch in jiingster Zeit, wird 
sie als ,,Tetranucleotid’’ aufgefaBt, wobei diese Bezeichnung die 


Molekiilgré8e angeben soll?®). 


von K.Myrback und E. Jorpes!) aus Diffusions- 
messungen ermittelten, jedoch sehr vorsichtig gedeuteten Werte 
wiirden auch annahernd damit stimmen. Makino!?) glaubt, von 
der Basizitét der Saéure (1 pro P-Atom) und ihrem Zuwachs bei 
der Hydrolyse zu Mononucleotiden (bis 2 pro P-Atom) auf eine 
ringgeschlossene Anordnung der 4 Mononucleotide schlieBen zu 
kénnen. Solche Befunde sind indessen auch zu erwarten, wenn die 
Nucleinsaure ein h6hermolekulares ,,offenes‘‘ Polynucleotid darstellt. 

DaB die Hefe-Nucleinsiure tatsaichlich gré8ere Molekiile haben 
muB, geht schon aus dem Vergleich ihrer Léslichkeitseigenschaften 
mit denen der jetzt bekannten Thymo-oligonucleotide hervor. Mit 
einem durch Dialyse von niedermolekularen Anteilen befreiten 
Handelspraparat von Hefe-Nucleinsdure (C. F. Boehringer u. 
Séhne, Mannheim) bestimmten wir, in gleicher Weise wie bei den 
Thymo-oligonucleotiden, Dialysenkoeffizienten, die auf Molekular- 
gewichte von etwa 10000 schlieBen lassen, entsprechend einer Ver- 
kniipfung von 80 Mononucleotid-Einheiten. Diese Molekiile sind 
schon zu groB, als daB die angewandte Methode mit den bisher 
iblichen Membranen zuverlissige Werte liefern kénnte. Der Unter- 
schied zu den Thymo-tetranucleotiden ist aber sehr stark und es 
laBt sich mit Sicherheit folgern, da8 im Ribonucleinsiure-Molekiil 
ein Vielfaches davon an Mononucleotiden vereinigt sein muB. 

In der Hefe-Zelle sind vermutlich die Saéuren noch hoher- 


‘molekular, da bei der technischen Gewinnung dieser alkaliempfind- 


lichen Stoffe eine partielle Hydrolyse nicht zu vermeiden sein wird. 
Nach Einwirkung von Ribo-polynucleotidase aus Pankreas 
auf dieses Nucleinsiure-Praparat findet man bei den erhaltenen 
Oligo-nucleotiden durch die Dialysen-Methode durchschnittliche 
Molekulargewichte von 690, entsprechend einem Dinucleotid. Ks 
ist bemerkenswert, daB bei der Hefe-Nucleinsdure die fermentative 
Hydrolyse nicht bei Tetranucleotiden stehen bleibt. Wahrscheinlich 
geht sie schlieBlich bis zam Gemisch der Mononucleotide weiter. 
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Hinige weitere Versuchsreihen galten der Frage, ob die beob- 
achtete, bis zu Oligo-nucleotiden fiihrende Wirkung der Thymo- 
polynucleotidase sich auf mehrere Teilfermente zuriickfiihren 
1aBt. Die Anreicherung des Ferments nach den geschilderten Ver- 
fahren wurde, wie erwahnt, meistens mit Hilfe der Verfliissigung 
einer a-Nucleinat-Gallerte verfolgt. Einige Priparate der ver- 
schiedenen Reinigungsstufen wurden jedoch auch in ihrer Fahig- 
keit verglichen, die hochmolekulare Saure bis zu Oligonucleotiden 
aufzuspalten, und zwar durch Bestimmung des nach Zugabe von 
Mineralsiiture in Lésung bleibenden Phosphors. Die Priaparate, 
welche am schnellsten verfliissigten, spalteten auch am schnellsten 
bis zu sdureléslichen Nucleotiden. Anzeichen einer Aufteilung der 
Polynucleotidase in verschiedene Teilfermente waren also nicht 
zu beobachten. Genauere Vergleiche werden allerdings erschwert 
durch die verschiedene Bestindigkeit der Polynucleotidase in den 
Lésungen der Priparate verschiedenen Reinigungsgrades. 


Auf Grund dieser Versuche neigen wir jedoch zur Ansicht, daB das von 
Feulgen,,Nucleogelase genannte, im Pankreatin enthaltene verfliissigende 
Ferment nicht etwa ein Teilferment der Polynucleotidase ist, das spezifisch nur 
die ersten Schritte des Abbaus der a-Saure bewirkt. DaB, nach Feulgen, die ent- 
stehende b-Saure ,,in Wasser sehr schwer léslich und daher wie Cie a-Form mit 
Mineralsauren leicht aus der Lésung ihrer Salze zu fallen“ ist*), diirfte eher auf 
eine infolge der vergleichsweise geringen Wirksamkeit oder der Unbestiandig- 
keit des Ferments im Pankreatin nicht zu Ende gegangene Wirkung zuriick- 
zufiihren sein. Die von uns gepriiften Pankreatinpraparate wurden nach 
2—4 Stunden (bei 37°, py = 7,0) polynucleotidatisch unwirksam und waren, 
wie erwahnt, von vornherein nur schwach. 


Doch soll die Méglichkeit einer kiinftigen Aufteilung der Polynucleo- 
tidase in Teilfermente nicht bezweifelt werden, so etwa, wie sie bei den 
Diastasen gelungen ist. 


Aus allen bisherigen Beobachtungen geht ohne Zweifel hervor, 
daB der Thymo-polynucleotidase sowohl bei der Verdauung der 
Nucleinstoffe der Nahrung, wie im intermediiren Nucleinstoff- 


~wechsel die Funktion zufallt, aus den kolloiden Nucleinsaure- 


Molekiilen die echt léslichen, diffundierenden und osmotisch wir- 
kenden Oligonucleotide zu erzeugen und so die Voraussetzungen fiir 
Ortsveriinderungen der Nucleinsubstanz und fiir die Wirkung der 
weiteren nucleotid-verarbeitenden Fermente zu schaffen. Bekannt 
ist z. B., daB Pankreas-Sekret Thymo-nucleinsaduren zu dialysieren- 
den Nucleotiden hydrolysiert!*), und dai bei krankhaften St6- 
rungen der Pankreasfunktion die Zellkernstoffe der Nahrung 
unvollstandig resorbiert werden!4). Weitere Untersuchungen zur 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 17 
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genaueren Erkenntnis der Rolle der Polynucleotidase sind vor 
allem notwendig bei den Vorgingen der Zellteilung. 

Auf eine wesentliche Folgerung, die sich aus den Léslichkeits- 
eigenschaften der Thymo-oligonucleotide ergibt, sei hingewiesen: 

Da die Oligonucleotide nicht sdurefillbar sind und in saurer 
Lésung auch nicht etwa mit basischen EiweiSstoffen schwerlés- 
liche Salze geben, entgehen sie der Nuclealfaérbung nach Feulgen. 

Nun ist die Verinderung der Anfarbbarkeit von Zellkern- 
substanz wihrend der mitotischen Teilung eine der Zytologie aus 
vielen Beispielen bekannte Erscheinung?>). 

Die Bestimmung von zytoplasmatischen Nucleotiden durch 
Messung ihrer Ultraviolettabsorption hat unter anderem zum Nach- 
weis ihrer erhéhten Konzentration in normalen Zellen mit starker 
Wachstumstendenz!*) und in Tumorzellen!’) gefiihrt. Das Aus- 
bleiben der Nuclealreaktion bei diesen Nucleotiden reicht, nach 
dem Gesagten, nicht zu, um sie als Ribo-nucleotide zu charakte- 
risieren. 

Die nachgewiesene, tiefgreifende Polynucleotidase-Wirkung 
laBt im Zwischenstoffwechsel der Nucleinsfiuren auch das Auf- 
treten von niedermolekularen Desribo-nucleotiden in vergleichs- 
weise gréBeren Konzentrationen durchaus mdéglich erscheinen. 


Zusammenfassung 


1. Die Darstellung stark wirksamer Thymo-polynucleotidase- 
Praparate aus der frischen und getrockneten Pankreas-Driise von 
Rind und Schwein wird beschrieben. 

2. Einige Kigenschaften der Polynucleotidase werden unter- 
sucht. . 

3. Thymo-polynucleotidase macht bei der Hydrolyse der 
a-Nucleinsdéure pro Tetranucleotid-Einheit eine Aciditit frei, greift 


aber die zur Spezifitatsbestimmung gepriiften Phosphorsiure-ester, 


Phosphorséureamide und Pyrophosphate nicht an. 

4. Hefe-Nucleinsiéure hat gréBere Molekiile, als einem Tetra- 
nucleotid entsprechen wiirde (nach der Dialysen-Methode gepriift). 
Die Ribo-polynucleotidase hydrolysiert bis zu Oligo-nucleotiden 
mit weniger als 4 Mononucleotid-Einheiten. 


Beschreibung der Versuche 
I. Bestimmung der Polynucleotidase-Wirksamkeit 


Zur Bestimmung der Fermentwirksamkeit dient die Beobachtung der 
Verfliissigung einer Gallerte des Natrium- oder Magnesiumsalzes der a-Nuclein- 
saure. Die zu priifenden Fermentlésungen werden in verschiedenen Ver- 
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diinnungen mit einer Standardlésung verglichen, am besten mit einem frisch 
hergestellten waBrigen Auszug aus Pankreas-Trockenpulver, bis in etwa 
gleichen Zeiten die gleichen Verfliissigungserscheinungen auftreten. Das geniigt, 
um bei Extraktions- und Anreicherungsversuchen zureichend genaue Vergleiche 
anzustellen. Kine genauere Gestaltung der Methode, etwa durch viscosime- 
trische Messungen, wie sie schon von P. de la Blanchardiére’) vorgeschlagen 
wurde, wird nach unseren Erfahrungen durch verschiedene Umstande sehr 
erschwert?). Die innere Reibung der Lésungen von nucleinsauren Salzen wird 
eben durch zu viele verschiedene Faktoren heeinfluBt. 

Je 2ccm einer steifen Gallerte aus 5°/,igem Mg-Salz der a-Nuclein- 
saure (px = 7,0) werden in Reagenzglaisern mit 0,5ccm der Fermentlésung 
verriihrt. Die Fermentverdiinnung wird so gewiahlt, daB eine Verfliissigung 
nach etwa 5 Minuten (bei 20°) stattfindet. Mit 0,5 ccm eines waBrigen Aus- 
zuges (20:1) aus Rinderpankreas-Trockenpulver tritt die Verfliissigung in 
wenigen Sekunden ein. 

Um sich zu vergewissern, ob diese schnel! eintretende Wirkung der Poly- 
nucleotidase parallel geht mit dem Vermégen zur weiteren Spaltung bis zu 
saureléslichen Oligonucleotiden, wurden mit verschiedenen Fermentpraparaten 
nach langerer Einwirkung auch die Triibungen nach Zugabe von Salzsiure 
verglichen. 

Je 2ccm der Gallerte werden mit 0,5ccm m/5-Ammoniumsulfat- 
Ammoniakpuffer vom pg = 7,0 und 0,5ccm Fermentlésung gemischt. Nach 
gestaffelten Zeiten (bis einige Stunden) bei 38° werden die Proben auf 6 ccm 
verdiinnt, gekocht, filtriert und mit 2n-Salzsiure kongosauer gemacht. 
Nur Triibungen ahnlicher Starke lassen sich vergleichen. 

Die Priifungen verschiedener Praparate, die als Ausgangsstoffe fiir die 
Polynucleotidasegewinnung in Frage kamen, ergab folgendes: 

(Je 10 mg Substanz in 0,5 ccm Wasser 2ccm 5°/,iges Mg-Nucleinat: 
pu = 7,0; 20°). 

Durch Acetonbehandlung hergestelltes Trockenpulver aus Rinder- 
pankreas ist etwa 4mal wirksamer als solches aus Schweinepankreas. Kin 
technisches Schweinepankreas-Trockenpraparat (iiberlassen von der 
Firma F. Witte, Rostock) hatte zunichst die gleiche Wirksamkeit wie das 
selbst hergestellte, verlor sie aber im Laufe von 8 Monaten bis auf etwa 1/,. 
Das Ferment verhielt sich in den Versuchen zu seiner Anreicherung ab- 
weichend von den selbst hergestellten Praparaten, wie weiter unten beschrieben. 
Kin Praparat von Pankreaslipase Witte war polynucleotidatisch nahezu 
gleich wirksam wie Schweinepankreas. Trypsin Merck war etwa !/; so 
wirksam, Trypsin Witte (mit 10° F. G. E.) etwa !/g. Ein Praparat Pan- 
kreatin Witte (mit 2,5.10° F. G. E.) hatte, an der Verfliissigung gepriift, 
nur 3/;), der Wirksamkeit von Schweinepankreas, Pankreatinum absolu- 
tum Merck nur !/5., bzw. 1/g9>—"/19. von Rinderpankreas-Trockenpulver. Bei 
langer andauernden Versuchen zeigt es sich, da8 auBerdem die Polynucleotidase 
schneller unwirksam wird als in Pankreasausziigen (durch 10 Minuten Schiitteln 
mit Wasser hergestellt). Gar nicht aktiv war Papain Merck. 

Auch in langeren Zeiten und gréBeren Konzentrationen kaum wirksam 
war ein nach Klein’) hergestelltes ,,Nuclease“‘-Praiparat aus der Schleimhaut 
von Kalbsdiinndarm. Nach 30 Minuten waren (mit 10mg) noch keine An- 
zeichen einer Verfliissigung sichitbar, nach 8 Stunden fiel beim Ansauern fast 
die ganze a-Nucleinsiure unverandert aus. Das Kleinsche Ferment greift 
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nur mit Polynucleotidase vorgespaltene Saure an. Auch frische Darmschleim- 
haut hat im Vergleich zu Pankreas nur wenig Polynucleotidase; ihre Wirk- 
samkeit ist etwa die von Pankreatinpriparaten. 


II. Gewinnung von Polynucleotidase-Praparaten 


Die Anreicherung der Polynucleotidase wurde sowohl aus frischem wie 
aus getrocknetem Pankreas und auch aus einigen Handelspriparaten nach 
verschiedenen Verfahren erprobt. Aus der entfetteten und getrockneten Drise 
1aBt sich das Ferment nahezu vollstandig mit Wasser ausziehen. Durch 
Fallung der Lésungen mit Aceton oder aber mit Ammonsulfat wird bequem 
eine betrachtliche Reinigung erzielt. Mit der frischen Driise bewahrt sich eine 
Extraktion in sauerer Lésung mit angeschlossener Ammonsulfatfallung. 


1. Gewinnung aus Pankreas-Trockenpulver 


a) Darstellung von Trockenpankreas. Vom Schlachthof frisch 
bezogene Rinderpankreasdriisen werden von Fett, Haiuten und anderen Fremd- 
bestandteilen méglichst befreit und durch einen Fleischwolf getrieben. Der 
diinne Gewebebrei wird dann in einer groBen Reibschale oder in einem Filtrier- 
stutzen mit eiskaltem Aceton (3 Liter auf 1 kg Pankreas) griindlich verrieben. 
Nach einigen Stunden wird die kriimelige Masse abgenutscht und noch zwei- 
mal in gleicher Weise mit Aceton ausgezogen (je 1,5 Liter). 

Durch Nachbehandlung mit Aceton-Ather (1:1) und schlieBlich mit 
‘trockenem Ather allein gelangt man schnell zu einem lockeren Trockenpulver. 
Bei gréBeren Driisenmengen ist jedoch die dreimalige Acetonextraktion spar- 
samer und vdllig zureichend. Nach Entfernung der Lésungsmittelreste im 
Vakuumtrockenschrank bei 40° werden die Gewebekriimel 1—2 Stunden 
in einer Kugelmithle gemahlen. Es lassen sich dann mit Hilfe eines fein- 
maschigen Siebes faserige Gewebsbestandteile von der staubfeinen Driisen- 
substanz abtrennen, die das ganze Ferment enthalt. Ausbeute 220—250 g aus 
1 kg Pankreas. 

In genau gleicher Weise wird auch Schweinepankreas in ein getrock- 
netes Dauerpraparat iibergefiihrt (180 g aus 1 kg frischer Driise). 

b) Polynucleotidase-Praparate durch Fallung mit Aceton. 
In den waBrigen Extrakten von Trockenpankreas 1aBt sich durch Einleiten 
von Kohlendioxyd oder Ansiuern mit Mineralsiuren bis pq = 4,5 eine als 
Polynucleotidase unwirksame Vorfallung abtrennen. Die Hauptmenge des 
Ferments fallt dann auf Zugabe des doppelten Volumens Aceton (von — 10°) 
aus. Eine von vornherein an Begleitstoffen armere Lésung wird erhalten, 
wenn das Pankreaspulver mit 30 Vol.-°/, Aceton ausgezogen wird. Die Poly- 
nucleotidase wird auch damit vollig in Lésung gebracht und kann daraus 
durch weitere Zugabe von Aceton oder durch Ammonsulfat ausgefallt werden. 
Diese zweite, bequemere Methode wird hier beschrieben: 

200 g Schweinepankreas-Trockenpulver werden in einer Flasche mit 
2 Liter einer auf 0° abgekiihlten Aceton—-Wasser-Mischung mit 30 Vol.-°/, 
Aceton 20 Minuten heftig geschiittelt. Der abgeschleuderte Riickstand wird 
nochmals der gleichen Behandlung unterworfen und ist dann unwirksam. Aus 
den vereinigten Ausziigen fallt nach Zugabe von 4,2 Liter kaltem Aceton die 
Polynucleotidase véllig aus. Die Hauptmenge der Fliissigkeit li8t sich nach 
kurzer Zeit klar abgieBen, der Rest wird vom flockigen Niederschlag abzentri- 
fugiert. Nach dem Trocknen (mit Aceton und Ather): 25—27 g. 
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Die weitere Reinigung kann durch erneute fraktionierte Fallung mit 
Aceton vorgenommen werden, besser jedoch, da hierbei zuweilen Wirksam- 
keitsverluste auftreten, durch Ammonsulfat-Fallung. 


Beispiel: 4 g des Rohpraparates werden in 80 ccm Wasser aufgenommen. 
Das Ungeléstbleibende ist unwirksam und kann @ntweder fiir sich abgeschleudert 
werden oder einfacher mit dem ebenfalls inaktiven Niederschlag zusammen, 
der auf Zugabe von 42 ccm einer gesattigten Ammonsulfat-Lésung entsteht 
(35°/,ige Sattigung). Aus der Restlésung fallt die Polynucleotidase nach Ein- 
riihren von 32 g festem Ammonsulfat (70°/,ige Sattigung). Der Niederschlag 
wird in einer Zentrifuge mit 15000 Umdrehungen pro Minute zu einem festen 
Kuchen geschleudert und tiber P,O, im hochevakuierten Exsiccator getrocknet. 
Man erhalt fast die ganze Polynucleotidase des Driisenpulvers als monatelang 
haltbares Praparat. (2,5 g, die nach Ammoniakbestimmungen zu 75—85°/, 
aus Ammonsulfat bestehen.) 


c) Polynucleotidase-Praparate durch Fallung mit Ammonium- 
sulfat. 100 g Rinderpankreas-Trockenpulver werden mit 600 cem eiskaltem 
Wasser verriihrt und 15 Minuten geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren wird 
der Niederschlag mit 450 ccm Wasser in gleicher Weise abermals ausgezogen. 
Die triiben Lésungen werden vereinigt (1000 ccm), gekiihlt und durch Auflésen 
von 180g Ammonsulfat auf 25°/,ige Sattigung gebracht. Durch Einrihren 
von 100g Kieselgur und Absaugen iiber eine diinne Gur-Schicht (30 g) 1aBt 
sich in wenigen Minuten die Vorfallung entfernen und eine klare hellgelbe 
Lésung erhalten. Die Kieselgur soll méglichst grobkérnig sein. (Wir ver- 
wendeten ein amerikanisches Dicalite speedplus oder Kieselgur S 80 von der 
Kieselgur-Industrie, Hannover.) Nach Auflésung von weiteren 330 g Ammon- 
sulfat (70°/,ige Sattigung) wird die entstandene Eiwei8-Fallung, mit nahezu 
der ganzen Polynucleotidase-Wirksamkeit, durch Einrithren von 50 g Kieselgur 
und Absaugen durch eine diinne Gurschicht (20 g) abgetrennt. Die Masse wird 
auf der Nutsche mit 70°/,ig gesaittigter Ammonsulfatlésung nachgespilt, 
méglichst frei von Mutterlauge gesaugt und anscblieBend im Hochvakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


Das Trockenpraparat enthalt etwa 2g Eiweif und 8 g Ammonsulfat. 
Zur Herstellung von Fermentlésungen braucht es nur mit Wasser aufgeschlammt 
und filtriert oder zentrifugiert zu werden. Nach wochenlangem Stehen im 
Kihlschrank war keine Abnahme der Wirksamkeit des Trockenpraparates 
festzustellen. 


Bei Wiederholung der Ammonsulfat-Fallung scheidet sich die Nucleo- 
tidase hauptsachlich in der Fraktion zwischen 40 und 50 gw.-°/,iger Sattigung 
aus. Nur sehr wenig ist in den Fallungen zwischen 30—40- und 50—-60°/,iger 
Sattigung entbalten. 


Gewinnt man die Polynucleotidase aus getrocknetem Schweine- 
pankreas, so laBt sich eine unwirksame Vorfadllung bis 35°/,iger Sattigung 
abscheiden, bei Wiederholung der Fraktionierung sogar bis 50°/,ig. Das Fer- 
ment fallt hauptsachlich zwischen 60—70°/,iger Sattigung aus (1 g mit etwa 
150 mg Eiwei®B aus 10g Pankreaspulver). Nach 2maliger Fallung ist die 
Nucleotidase sowohl] aus Rinder- wie aus Schweinepankreas bei etwa 50 bis 
70°/,iger Ausbeute auf das 40-—60fache angereichert. Das Ammonsulfat laBt 
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sich aus diesen Fermentpraparaten ohne merkbare Wirksamkeitsverluste durch 
Dialyse entfernen (wie bei den im nachsten Abschnitt beschriebenen Prapa- 
raten). 

Die Erfahrungen iiber die Fermentanreicherung aus selbstgetrocknetem 
Pankreas lieBen sich nicht ohne weiteres auf die Verwendung eines technischen 
Schweinepankreas-Trockenpulvers ibertragen. Dieses war zwar ebenso 
wirksam wie das selbstdargestellte Produkt. Doch war die Extraktion der 
Nucleotidase schwieriger infolge der gréberen, kompakteren Verteilung des 
Organpulvers; weiterhin zeigten die Fermentausziige und die daraus nieder- 
geschlagenen Praparate cine viel gréBere Unbestindigkeit. Vermutlich sind 
bei der Herstellung dieses Produktes autolytische Vorgainge abgelaufen, 


deren Wirkung sich am ehesten entweder durch Verinderung der Eiwei6- 


komponente oder durch Verarmung eines sonst im UberschuS vorhandenen 
Co-Ferment-Bestandteiles der Polynucleotidase begreifen 1aBt. 


Bei der Anwendung der Aceton-Methode muB der erste Schritt schon 
modifiziert werden, da das Herauslésen mit 30°/,igem Aceton unvollstandig 
bleibt. Man mu8 das Trockenpulver zuerst mit der 7fachen Menge Wasser 
schiitteln und dann erst die 3fache Menge Aceton zugeben. Es mu8 dabei in 
Kauf genommen werden, da8 die Anreicherung des Fermentes in die durch 
weitere Acetongaben erzeugte Fallung nur das 4fache betrigt (statt 7—S8fache). 
Beim Trocknen wird dieses Fermentpraparat véllig unwirksam. Beim Versuch 
seiner weiteren Fraktionierung in noch acetonfeuchtem Zustand durch Zugabe 
von Ammoniumsulfat wird bei 75 gew.-°/,iger Sattigung mit dem Ferment 
auch Aceton ausgesalzen. Die Nucleotidase flockt erheblich geschadigt in der 
Zwischenschicht aus. Wird die erste Acetonfallung in Wasser gelést und erneut 
mit Aceton fraktioniert gefallt, so scheidet sich die Nucleotidase als harzige, 
gelbliche Masse bei 40—75 Vol.-°/, Acetonkonzentration aus. Noch feucht 
geprift, zeigt sie keinen nennenswerten Wirksamkeitsverlust. Nach dem 
Trocknen aber ist auch diese Fallung véllig unwirksam. 


Am bequemsten und ohne gréSere Verluste 14Bt sich auch aus diesem 
technischen Praparat das Ferment durch Aussalzen mit Ammonsulfat 
erhalten, allerdings nur in Lésung und durch das anorganische Salz ver- 
unreinigt: Die unwirksame Vorfallung scheidet sich bis 35 gew.-°/,ige Sattigung 
ab und wird durch Saugen iiber eine Gurschicht abgetrennt ohne Wirksam- 
keitsverluste der Nucleotidase, die in gleicher Art bis 75°/,ige Sattigung gefailt 
und von der Hauptmenge der Mutterlauge befreit wird. Beim Trocknen des 
Fermentes, mit oder ohne Kieselgur, wird es unwirksam. Auch beim Dialy- 
sieren (12 Stunden gegen flieBendes Wasser) der wirksamen Lésung, die man 
durch Elution der Kieselgurschicht erhalt, tritt unter Ausscheidung von EiweiB- 
flocken Inaktivierung des Fermentes ein, die durch Zugabe von Magnesium- 
ionen nicht mehr behoben werden kann. Aus diesem technischen Trocken- 
pankreas gelingt also nur die Darstellung des angereicherten Fermentes in 
Lésungen, nicht aber in Dauerpriparaten. 


2. Gewinnung aus frischem Pankreas 


Durch Behandlung von frischem Pankreasbrei mit verdiinnter Schwefel- 
siiure nach dem von Kunitz®) zur Gewinnung krystallisierter Ribo-Nuclease 
angewandien Verfahren wird auch Thymopolynucleotidase ausgezogen; zu 
einem betrachtlichen Teil bleibt sie allerdings im Gewebe zuriick. 
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Beim Zusatz von Ammoniumsulfat fallt die Thymo-polynucleotidase 
schon bei einer niedrigeren Salzkonzentration aus als das auf Hefe-nucleinsaure 
wirksame Ferment, nimlich zwischen einer 25—60 gw.-°/,igen Sattigung. Nach 
Wiederauflésung in Wasser und erneuter Fallung befindet sich die Poly- 
nucleotidase in der Hauptmenge in der Fraktion zwischen 40- und 50°/,iger 
Sattigung. Die Darstellung eines gut wirksamen Trockenpraparates, allerdings 
noch mit viel Ammoniumsulfat, geht nach diesem Verfahren am schnellsten. 
Doch sind die Verluste an Ferment, bezogen auf die Driise, betraichtlich, nicht 
alle Trockenpraparate zeigen gleich gute Wirksamkeit, und einige sind, aus 
bisher ungeklarten Griinden, nicht lange haltbar. 


Rinderpankreas-Brei aus schlachtfrischen, reinpraparierten Driisen wird 
auf 0° abgekiihlt und mit dem doppelten Volumen eisgekiihlter 0,25 n-Schwefel- 
siure versetzt. Nach 24stiindigem Stehen im Kiihlschrank wird durch Gaze 
filtriert, wodurch etwas mehr als das Doppelte des urspriinglichen Gewebebrei- 
Volumens an triibem Filtrat erhalten wird. Durch Eintragung von fein- 
gepulvertem, festem Ammoniumsulfat in die kalte saure Lésung bis zu 
20 gew.-°/,iger Sattigung und Abzentrifugieren oder Filtrieren durch groBe 
Faltenfilter bei 0°, am schnellsten durch Absaugen durch eine diinne Kieselgur- 
Schicht auf groBer Nutsche, laBt sich eine voluminése Vorfillung abscheiden, 
die nur sehr schwache Polynucleotidase-Wirksamkeit hat. 


Durch weiteres Auflésen von festem Ammoniumsulfat bis zu 60 gew.- 
°/,iger Sattigung scheidet sich ein Niederschlag aus, der fast die gesamte Poly- 
nucleotidase der Lésung enthilt. 

Die Verarbeitung gréBerer Ansiitze geht am schnellsten durch Absaugen 
der mit Ammoniak neutralisierten Mutterlauge von der Ammonsulfat-Fallung 
durch eine diinne Kieselgur-Schicht und Trocknung des Ferments zusammen 
mit der Gur und dem anhaftenden Ammonsulfat, so wie es bei der Gewinnung 
aus Pankreas-Trockenpulver schon beschrieben, wurde. 


Bei kleineren Ansaétzen wird der nach Neutralisation der Lésung erzeugte 
Niederschlag auf einer hochtourigen Zentrifuge (15000 Umdrehungen pro 
Minute) abgeschleudert und méglichst schnell im hochevakuierten Exsiccator 
iiber Phosphorpentoxyd entwassert. Das Ferment wird dadurch mit gréBeren 
Mengen Ammoniumsulfat vermengt als Dauerpriparat erhalten. Pro Liter 
Pankreas-Brei gewinnt man etwa 30 g, die zu ungefabr 85°/, aus Ammonium- 
sulfat bestehen. 

Dieses Praparat ist etwa 7mal wirksamer als die gleiche Gewichtsmenge 
des Trockenpulvers aus Schweinepankreas. Durch Dialysieren laBt sich das 


Ammoniumsulfat entfernen, ohne daB die Fermentwirksamkeit merklich ver- 
mindert wird. 


Beispiel: 1g Trockenpraparat in 40 ccm Wasser wurde 18 Stunden 
gegen flieBendes destilliertes Wasser unter Riihren dialysiert (Cupropban- 
Membran). Die auf 70 ccm angewachsene Lésung wird durch Zentrifugieren 
von den abgeschiedenen EiweiBflocken getrennt: sie ist genau so wirksam wie 
eine entsprechend konzentrierte, frisch hergestellte Lisung des Ausgangs- 
praiparates. Sie enthalt im ganzen nur 160 mg Substanz, die sich durch Ver- 
dampfen des Wassers im Hochvakuum als Trockenpraparat von unverminderter 
Wirksamkeit erhalten 1a8t. Die so gereinigte Polynucleotidase ist etwa 40 mai 
wirksamer als Schweinepankreas-Trockenpulver. Hefe-Nucleinsiure wird von 
ihr nicht hydrolysiert; die Ribo-polvnucleotidase ist also abgetrennt. 
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III. Eigenschaften der Polynucleotidase 
1. Verhalten bei der Fallung 


Je nach dem Ausgangsmaterial und seiner Vorbehandlung kann das Ver- 
halten der Polynucleotidase bei der Fallung mit organischen Lésungsmitteln 
und mit Ammoniumsulfat verschieden sein. Das aus frischem Rinderpankreas 
ausgezogene Ferment z. B. wird zwischen 30—40°/,iger Ammonsulfat-Sattigung 
ausgefallt, das aus einem technischen Trockenpankreas erbaltene erst zwischen 
40—60°/,. Wie beschrieben, lassen sich die aus dem letzteren Produkt ge- 
wonnenen Fermentfallungen nicht obne Inaktivierung trocknen. Bei mehrfachen 
Umfallungen mit organischen Lésungsmitteln werden zuweilen mit allen Prapa- 
raten starke Wirksamkeitsverluste beobachtet. Die Aktivitat von Trocken- 
praparaten ist beim Aufbewahren im Kiihlschrank mindestens mehrere Monate 
lang unverandert. 


2. Verhalten bei der Dialyse 


Die Polynucleotidase-Praparate aus frischem und aus acetongetrocknetem 
Pankreas lassen sich ohne Wirksamkeitsverluste salzfrei dialysieren. Kine 
Schwachung der Wirkung beobachtet man im Gegensatz dazu hiaufig bei 
Pankreatin-Praparaten, eine vollige Inaktivierung bei einem technischen 
Trockenpankreas. 

Auch 2mal mit Ammonsulfat in engen Sattigungsgrenzen umgefillte © 
Fermentpraparate scheiden bei 24stiindiger Dialyse EiweiSflocken aus (unter 
Rihrung, gegen flieBendes AuBenwasser, bis keine Sulfat-lonen mehr nach- 
weisbar sind). Die Lésung zeigt jedoch in Anwesenheit von Mg-fonen keinen 
merkbaren Verlust an Aktivitat und 146t sich noch in ein wirksames Trocken- 
praparat iiberfiihren, wenn beim Eindampfen des Wassers bei wenigen Milli- 
meter Hg-Druck nicht tiber Raumtemperatur erwirmt wird. 


3. Unentbehrlichkeit der Magnesium-lIonen 


Lang dialysierte Praiparate wirken auf die a-Nucleinsiure nur, wenn 
Magnesium-Ionen zugegen sind. 

Beispiel: 1 cem einer 13°/jigen Na-nucleinat-Lésung + 0,5 ccm Fer- 
mentlésung (2mal umgefalite, 24 Stunden dialysierte Polynucleotidase, 4 mg 
Trockengewicht) + 1 ccm Wasser (I), baw. MgSO,-Lésung mit II 0,148 mg 
Mg**, III 0,74 mg, IV 1,48 mg. 

Nach 9 Stunden bei 22° durch Salzsiure in: I Vollige Fallung; Il etwa 
halftige Fallung; II] und IV nur geringe Tribung. 


4. Inaktivierung und Hemmung 


Die Polynucleotidase wird schon durch kurzes Erhitzen unwirksam, auch 
in saurer Lésung. Z. B.: a) 3 Minuten bei 96° und py = 2,0, b) 3 Minuten bei 
80° und py = 4,0. Dadurch unterscheidet sie sich von der ebenfalls aus Pan- 
kreas gewonnenen Ribo-Polynucleotidase und vom Trypsin. 

Arsenat und Arsanilsiure hemmen stark (fast vollig bei 10-* molarer Kon- 
zentration; Mg-nucleinat 5°/,ig; pu = 7,0). 

Von Schwermetall-Ionen wirken Cu**+ hemmend, kaum (10-2 molar). 
Phenol, Anilin und Phenylhydrazin (in 0,1°/,iger Lésung) becinflussen die 
Hydrolysen-Geschwindigkeit nicht. In gréBerer Konzentration (bei 30°/,iger 
Sattigung) hemmen auch Me-sulfat und Ammonsulfat. 
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Die Bestandigkeit der Polynucleotidase in Lésungen ist sehr verschieden, 
je nach ihrer Herstellung. Die nucleotidatische Wirkung von Trypsin- und 
Pankreatin-Lésungen ist bei Raumtemperatur nach wenigen Stunden ver- 
schwunden; waBrige Trockenpankreas-Ausziige sind etwas bestandiger, be- 
sonders wenn sie durch kurzdauernde Extraktion bereitet wurden. Es ist 
daher zwecklos, lange Versuchszeiten fiir die Hydrolyse von a-Nucleinsauren 
anzuwenden. 


Beispiel: Je 5ccm einer Lésung mit etwa 3°/,igem Na-nucleinat und 
molar/3 Ammonsulfat-Ammoncarbonat-Puffer vom py = 7,0+2ccm Fer- 
mentlésung (mit 5 mg EiweiB). Ansatz I wird sofort mit 2 n-Salzsaiure ver- 
setzt, II steht vor dem Ansauern 100 Minuten, ILI 27 Stunden bei 37°. Nach 
dem Abschleudern der unveranderten, sdiureunléslichen Nucleinsiure ver- 
bleiben in den Restlésungen vom jeweils eingesetzten gesamten P. I 8,1°/,, 
Il 51,8°/,, IIT 55,2°/,. Nach 100 Minuten war also die Wirkung der Nucleo- 
tidase schon fast ganz abgeklungen. 


5. Bestandigkeit und Wirksamkeit bei verschiedenen Aciditaten 


Die Wirksamkeit von Polynucleotidase-Lésungen halt sich am langsten 
bei einem py von 6,0. Bei py = 5 bzw. 7 werden sie etwas schneller inaktiv, 
sehr schnell bei stairkeren Alkalititen (8,2). Gepriift wurden ein 2mal mit 
Ammonsulfat fraktioniert umgefalltes Praparat aus getrocknetem Schweine- 
pankreas und ein solches aus frischem Rinderpankreas, die in m/15-Phosphat- 
lésungen des entsprechenden py 6,5 Stunden bei 20° gestanden waren und dann, 
nach Einstellung gleicher Aciditét mit Boratpuffer, auf Mg-nucleinat ein- 
wirkten. 

Die Abhangigkeit der Wirksamkeit von der Aciditat ist bei verschiedenen 
Polynucleotidase-Praparaten etwas verschieden. Geprift wurde die Ver- 
fliissigungsgeschwindigkeit von Mg-nucleinat-Gallerten (lccm 4°/,ige Lé- 
sung + 1cem Puffer-Lésung + 0,5 ccm Ferment-Lésung). Die Aciditaten 
waren mit Puffersalzen eingestellt und mit einem lonometer nachgemessen. 


I. Schweinepankreas-Trockenpulver. WaBriger Auszug aus 
1,25 mg pro 0,5 ccm. 0,2 m-Phosphatpuffer von py = 7,7; 7,4; 7,1; 6,6. Nach 
40 Minuten starkste Verfliissigung im Ansatz mit py = 7,1. 


lJ. Pankreatin. a) 1 mg Pankreatin Witte. 0,2 m-Boratpuffer von 
pu = 8,4; 8,3; 8,0; 7,8. Nach 18,5 Stunden: optimale Wirkung bei py = 7,8. 
b) 2,5 mg Pankreatin. 0,2 m-Phosphatpuffer von py = 7,5; 7,1; 6,9; 6,7; 6,6; 6,4. 
Nach 7 Stunden: optimale Wirkung bei pa = 7,5. c) 2,5 mg Pancreatinum 
abs. Merck. 0,2 m-Phosphatpuffer von py = 8,0; 7,7; 7,4: 7,0. Nach 2 Stunden: 
optimale Wirkung bei py = 8,0. 


Ill. Fermentpraparat aus trockenem Schweinepankreas. 2mal 
mit Ammonsulfat umgefallt. 0,025 mg; 0,2 m-Boratpuffer von py = 8,8; 8,4; 
8,2; 7.4. Nach 20 Minuten: optimale Wirkung bei py = 8,4. 


IV. Fermentpraparat aus frischem Rinderpankreas. 0,04 mg; 
0,2 m-Phosphatpuffer von py = 7,6; 7,3; 7.0; 6,7. Nach 20 Minuten: optimale 
Wirkung bei px = 7,0. 


Einige Polynucleotidase-Praparate wirken also optimal bei pr = 7, 
andere (Pankreatin) bei py = 8. 
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6. Spezifitat der Wirkung 


Durch Beobachtung der Wirkung von Polynucleotidase-Praparaten auf 
verschiedene Substrate wurde ihre Abtrennung von anderen Fermenten ver- 
folgt und ihre Spezifitat festzustellen versucht. 

a) Prifung auf tryptische Wirkung. Nach 2maliger fraktionierter 
Fallung mit Ammonsulfat verfliissigten Priparate aus Trockenpankreas auch 
im Laufe von 12 Stunden eine 10°/,ige Gelatine-Gallerte nicht merkbar 
(3 ccm Gelatine, 20 mg Ferment, py = 6,5), die von Trypsin Merck (5 mg) 
augenblicklich verfliissigt wurde. 

b) Prifung auf Ribo-polynucleotidase. Die Priparate aus 
trockenem Schweinepankreas zeigen auch nach 2maliger Umfallung cine 
Wirkung auf Hefe-Nucleinsaure. Die Versuche sind schon in der I. Mit- 
teilung?) beschrieben worden. Nach dem Erhitzen der Fermentlésung ist die 
Aktivitét gegen Ribo-nucleinséiure noch erhalten, die gegen Thymo-nuclein- 
siure verschwunden. Die sauer extrahierten Priparate aus Rinderpankreas 
hydrolysieren hingegen nach 2maliger Ammonsulfat-Fallung (40—50°/,ige 
Sattigung) Hefe-nucleinsiuren nicht merklich. Es geht aus diesen Beob- 
achtungen hervor, daB die Polynucleotidasen der Ribo- und der Desribo-Nu- 
cleinsiuren verschieden sind. 

c) Prifung auf Nucleosidase-Wirkung. Ein Polynucleotidase- 
Praparat aus Schweine-Trockenpankreas wurde mit Adenosin als Substrat 
auf seine Fahigkeit hin untersucht, die Hydrolyse der glucosidischen Bindung 
zu bewirken. Dazu wurde die colorimetrische Methode von Sumner an- 
gewandt, genau wie in der IT. Mitteilung*) schon beschrieben. Eine Spaltung 
des Nucleosids war nicht festzustellen. 

Bei keinem Versuch der Einwirkung gereinigter Polynucleotidase auf 
a-Nucleinsiure konnten Anzeichen einer Loslésung der Basen festgestellt 
werden. Die gegenteiligen Angaben von Sachs'), daB bei der Nuclease-Wirkung 
eine Abspaltung von Nucleinbasen stattfindet, welche mit Sicherheit auf die 
Wirkung des Ferments zu beziehen ist‘‘, werden verstindlich bei Betrachtung 
seines Aufarbeitungsverfahrens: Vor Abscheidung der Basen mit Quecksilber- 
sulfat wird die unverinderte a-Nucleinsiure durch Zugabe von Schwefelsaure 
gefallt! Unveranderte Nucleinsaiure spaltet dabei nicht so schnell Purinbasen 
ab wie die durch ,,Nucleasewirkung“ entstandenen, siureempfindlichen Oligo- 
nucleotide. 

d) Prifung auf Nucleotidase-Wirkung. Schon bei der Unter- 
suchung der Auflésung von a-Nucleinsiure zu Oligonucleotiden durch Poly- 
nucleotidase*) war festgestellt worden, keine anorganische Phosphorsaure 
abgespalten wird. Rohe Pankreasausziige haben zwar auch eine geringe Mono- 
nucleotidase-Wirkung, gereinigte Polynucleotidase-Praparate jedoch nicht mehr. 


Beispiele: [ Je 15 ccm einer 0,5°/,igen Lésung von a-thymonuclein- 
saurem Na, m/80 an Mgt* + Polynucleotidase aus Schweinepankreas (Ammon- 
sulfat-Fallung 15 mg) a) wirksam, b) erhitzt; py = 6,5; 13 Stunden bei 38°. 
Noch organisch gebundenes P a) 5,37 mg, b) 5,31 mg. 

If In 15 ccm Lésung: Gemisch der Ribo-mononucleotide aus Hefe- 
Saure mit 10,40 mg organisch gebundenem P -- 2mal mit Ammonsulfat ge- 
fallte Polynucleotidase mit 6 mg Fermenteiwei8. pa = 8,5, Met?. Nach 
24 Stunden bei 38° sind noch 10,23 mg P organisch gebunden. Die Spaltung 
kénnte also héchstens 1,6°/, betragen. 
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Da die Polynucleotidase spezifisch nur auf Nucleosid-5-phosphorsaure- 
ester (und nicht auf in Stellung 3 phosphorylierte) hatte einwirken kénnen, 
wurde auch Muskeladenylsaure als Substrat gepriift, jedoch mit gleichem 
negativem Ergebnis. (0,02 m-Lésung, 20 Stunden bei 38°, pq = 7,0). 

e) Prifung auf Phosphatase- und Phosphoamidase-Wirkung. 
Auch die Priifung anderer Ester der Phosphorsiure ergab, daB sie durch 
gereinigte Polynucleotidase nicht gespalten werden. Eine ins Einzelne gehende 
Wiedergabe aller Versuche eriibrigt sich, da die meisten unter ahnlichen Bo- 
dingungen ausgefiihrt wurden. Die Fermentmengen wurden so bemessen, daB 
unter Zugrundelegung ihrer Polynucleotidase-Wirksamkeit, welche pro 4 P- 
Atome der Nucleinsiure eine Sauregruppe freilegt?), bei Entfaltung einer phos- 
phatatischen Wirksamkeit auf das gepriifte Substrat unter gleichen Bedingungen 
ein Vielfaches der veresterten Phosphorsiure hatte abgespalten werden miissen. 

Meistens wurden Doppelversuche angesetzt, mit wirksamer Polynucleo- 
tidase und mit solcher, die vorher durch Erhitzen inaktiviert worden war. 

Glycerin-phosphorsaure wird weder durch ein Fermentpraparat aus 
Schweinepankreas gespalten (0,07 m-Lésung; 2 bzw. 20 Stunden bei 38°; 
pu = 8,3), noch durch ein solcbes aus Rinderpankreas [12 bzw. 20 Stunden; 
Pu = 6,8; Bestimmung des verestert bleibenden P%)]. 

Auch Diatbhyl-phosphorsaure wird nicht hydrolysiert (0,05 m-Lé- 
sung 22 Stunden bei 37°; py = 8; Athanol-Mikrobestimmung nach Destil- 
lation). 

Bei Diphenyl-phosphorsaiure wurde sowohl die verestert bleibende 
Phosphorsiure bestimmt sowie auf das Freiwerden von Phenol gepriift (Destil- 
lation im Vakuum). Selbst in einem Versuch mit extrem groBen Ferment- 
mengen iiberschritt die Hydrolyse nicht 5°/, (14 Stunden bei 37°; po = 7,5). 

In Lésungen von Trimethyl-phosphat (m/10) findet unter der Fin- 
wirkung des Fermentes keine ionometrisch oder mit Indicatoren nachweisbare 
Aciditatszunahme statt. 

Pyro-phosphat wird nicht in Ortho-phosphat tibergefiihrt (m/0,03-L6- 
sung; 5 Stunden bei 20°; px = 8,3; colorimetrische Bestimmung). 

Diphenyl-pyrophosphorsaure bleibt ebenfalls unverindert (m/0,05- 
Lésung; 13 Stunden bei 37°; ionometrische Priifung auf eine Aciditaétszunahme). 

Bei Phosphorsaiure-diamid findet sowohl mit wirksamem wie mit 
erhitztem Ferment eine gleich geringe Ammoniak-Abspaltung statt, als Folge 
der Unbestandigkeit dieses Stoffes in waBriger Lésung (0,03 m-Lésung; 
5 Stunden bei 37°; pp = 8,3; Destillation des NH, im Vakuum in der Mikro- 
Kjeldahlapparatur). 

p-Chloranilido-phosphorsiure spaltete in 3 Versuchen mit sehr 
groBen Fermentmengen eine geringe Menge Phosphorsaure ab, in einem 4. Ver- 
such aber nicht. Sicher unverandert bleibt Dianilido-phosphorsiure, 
ebenso Kreatin-phosphorsaure (0,08 m-Lésung; 10 Stunden bei 38°; 
Pu = 6,8). 


IV. Bestimmung der Dialysenkoeifizienten der Hefe-Nucleinsaure und der 
durch Polynucleotidase-Einwirkung daraus entstehenden 
Oligo-nucleotide 

Die Lésung von Hefe-Nucleinsiure (C. F. Boehringer u. Séine, Mann- 
heim) in Natriumbicarbonat wurde 4 Tage lang dialysiert, P-Verlust < 10°/,, 
dann im Vakuum eingeenet und mit Aceton gefillt. Das Natriumsalz enthielt 
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8,2°/, P. Die Messung des Dialysenkoeffizienten erfolgte genau in der friiher 
schon beschriebenen Weise®). 2,499, = 5,26- 10-8 (geeicht mit Ribo-guanylsiure 
und Muskeladenylsaure) 


0 C, t 103 
7,175 5,376 560’ 0,518 
5,160 3,669 660 0,517 


M = 10350, entsprechend einem Molekil aus durchschnittlich 30 Mono- 
nucleotid-Einheiten. Es ist nicht anzunehmen, da8 die Werte bei Molekiilen 
einer derartigen GréBe zutreffend sind, da sich starke ,,Sperreffekte’ geltend 
machen werden. Doch ergibt sich aus den Messungen ohne Zweifel, daB das’ 
Mol.-Gew. ein Vielfaches von dem eines Tetranucleotid sein muB. Zu der 
Lésung von 5 g des gereinigten Na-nucleinats -+ 3 ccm m-MgSO, wurde der 
waBrige Auszug aus 5 g Schweinepankreas-Trockenpulver gegeben, der kurz 
auf 100° erhitzt und anschlieBend vom geflockten EiweiB klar zentrifugiert 
worden war. Nach 19 Stunden bei 38° und einem px von 6,7 wurde der Ansatz 
(60 ccm) kurz erhitzt, filtriert, zunachst 2 Stunden zur Vorreinigung, dann 
13 Stunden gegen 650 ccm Wasser dialysiert. Aus der 2. AuBenlésung, die 
nach den P-Bestimmungen 60°/, der Nucleotide enthielt, wurden die Na-Salze 
isoliert. Nach der Dialysenmethode ergab sich ein durchschnittliches Mol.- 
Gew. von 690, entsprechend einem Dinucleotid. 

Arion) War 5,26-10—3. 


Co U, t 108 
10,22 6,33 940’ 2.00 
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Uber die Bestimmung des Kreatins im Muskel 
mit der Dinitrobenzoat-Methode 
Von 
E. Lehnartz*) 
Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Miinster i. W.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1941) 


Die auf der Jaffeschen Reaktion beruhende Kreatinin- 
bestimmung nach der Methode von Folin oder einer ihrer ver- 
schiedenen Modifikationen ist nicht durch sonderliche Spezifitat 
ausgezeichnet, da auBer dem Kreatinin auch noch andere Substanzen, 
z. B. Glucose, mit Pikrinsiiure, reagieren. Es war darum sehr zu 
begriiBen, daB von Benedict und Behre!) sowie von Langley 
und Evans?) in der Dinitrobenzoesiure ein weiteres Reagens auf 
Kreatinin aufgefunden wurde, das durch eine ziemlich weitgehende 
Spezifitiit ausgezeichnet ist. Nach Benedict und Behre sowie 
nach Langley und Evans wird die Farbreaktion des Kreatinins 
mit Dintrobenzoesaéure nicht gestért u. a. durch die folgenden 
Stoffe: Glucose, Kreatin, Glykokoli, Glykocyamin, Arginin, Guanidin, 
Methylguanidin, Dimethylguanidin, Fructose, Cystin. Stérend 
wirken dagegen besonders Aceton und Acetessigsiiure. Bei der 
hier zunichst interessierenden Anwendung der Methode auf die 
Kreatinbestimmung in der Muskulatur war aber eine Stérung durch 
diese Substanzen von vorneherein wohl kaum zu erwarten. 

Trotz seiner groBen Spezifitiit haften aber dem Verfahren 
zunachst zwei entscheidende Nachteile an. 1. ist die rotviolette 
Farbe, die bei alkalischer Reaktion durch die Kinwirkung von 
Dinitrobenzoesiure auf Kreatinin entsteht, auBerordentlich un- 
bestandig, ihre Intensitit nimmt bereits unmittelbar nach dem 
Zusammenbringen der Reaktionsteilnehmer rasch ab. Diese Kigen- 
schaft macht die Methode in den bisher vorgeschlagenen Aus- 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
1 St. R. Benedict u. J. A. Behre, J. of Biol. Chem. 114, 515 (1936). 
*) W. J. Langley u. M. Evans, Ebenda 115, 333 (1936). 
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fihrungen fiir die stufenphotometrische Auswertung véllig un- 
geeignet und sie laBt auch die kolorimetrische Auswertung als 
bedenklich erscheinen, da nicht mit Sicherheit vorauszusagen ist, 
ob das Abblassen der Farbe in der Vergleichslésung proportional 
zu dem in der Versuchslisung erfolgt. Wie rasch bei Anstellung 
der Reaktion nach den von Langley und Evans gegebenen 
Vorschriften die Farbe abblait, zeigt die gestrichelte Kurve. in 
Fig. 2. Dabei erfolgte die erste Ablesung erst 7 Minuten nach 
Zusatz des Dinitrobenzoats und der Natronlauge, so daB wahr- 
scheinlich auch in den ersten 7 Minuten bereits eine erhebliche 
Ausbleichung stattgefunden haben diirfte. Die Ablesung erfolgte 
mit dem Filter S57. — 2. Der zweite Nachteil der Original- 
methode liegt darin, daB auch in Abwesenheit von Kreatinin die 
alkalische Dinitrobenzoatlésung eine sehr intensive Farbe hat, 
die der Farbe bei Gegenwart von Kreatinin auBerordentlich ahnlich 
ist. Tab. 1 gibt die Extinktionen fir Dinitrobenzoat mit und 
ohne Kreatinin fiir die verschiedenen Filter des Stupho wieder. 


Tabelle 1 


1 ccm Kreatininlésung (= 0,202 mg) bzw. 1 eem Wasser 
20 cem Dinitrobenzoatlésung, 1 cem 10°/,ige Natronlauge, aufgefiillt auf 25,0 cem 
Beide Lésungen gegen Wasser abgeleseu 


e fiir 
Filte 
Dinitrobenzoat Dinitrobenzoat 
| + Kreatinin 
S 43 1,013 | 1,200 
S 47 1,030 1,243 
S$ 50 0,910 1,152 
$53 0,602 0,780 
S57 0,198 0,353 
S61 0,040 | 0,130 
S 66,6/63,5 0,040 | 0,060 
S 72 0,022 | 0),036 
S75 — 0,020 


Wenn also die Reaktion des Kreatinins mit Dinitrobenzoat 
zu einer brauchbaren, insbesondere fiir die stufenphotometrische 
Auswertung geeigneten Methode werden sollte, so war 1. zu ver- 
suchen, das Abblassen der Farbe zu verhindern oder zu verzégern, 
und 2. die starke Eigenfarbung der Dinitrobenzoatlésung herab- 
zumindern. Nach den amerikanischen Autoren beruht diese Eigen- 
farbe der Lésung auf Verunreinigungen der Dinitrobenzoesiure, 
jedoch ist es uns auch durch sehr haufige Umkristallisation nach 
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den gegebenen Vorschriften nicht gelungen, diese Verunreinigung 
zu beseitigen. 

Von vornherein war es wahrscheinlich, daf die Ursache fiir 
beide Erscheinungen in der starken Alkalinitéat der Lésungen zu 
suchen war. In der Tat ergab sich, daB bei einem Zusatz von 
5 com Natronlauge Kreatininzusatz iiberhaupt nicht mehr zu einer 
merklichen Vertiefung der Higenfarbe fiihrte. Umgekehrt wird 
durch Herabsetzung der Konzentration der Natronlauge zwar die 
Kigenfarbe des Dinitrobenzoats stark vermindert, gleichzeitig aber 
auch die Farbentwickelung so schleppend, da hierdurch eine 
neue Schwierigkeit auftritt (Tab. 2). AuBerdem dndert sich in 
den verschiedenen Spektralgebieten die Farbe im Laufe der Zeit 
in ganz verschiedenem Ausmaf. Fiir die Ablesung war das 
Filter S57 am geeignetsten, weil in diesem Spektralgebiet die 
Dinitrobenzoatlésung nur noch eine ganz geringe Eigenabsorption 
hat, die zudem durch Fiillung der Vergleichskiivette mit dieser 
Lésung ausgeschaltet wurde. Das Filter S57 wurde auch deshalb 
gewihlt, weil in seinem DurchlaBbereich die Farbe sich anscheinend 
ziemlich rasch entwickelt und unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen einige Zeit konstant blieb. Zudem ist die Ablesung 
mit diesem Filter wegen weitgehender Farbgleichheit der beiden 
Gesichtsfelder leichter als mit anderen Filtern, die an sich viel- 
leicht der wegen der héheren Extinktionen vorzuziehen gewesen 


waren. 
Tabelle 2 


1 ecem Kreatininlésung (= 0,202 mg) bzw. 1 ecm Wasser 
10 cem Dinitrobenzoat, 0,5 cem 10°/,ige Natronlauge, aufgefiillt auf 25,0 cem 
Extinktionen fiir 1 em Schichtdicke 


ohne Kreatinin*) | mit Kreatinin**) 
Filter | abgelesen nach Minuten 

~ | ~ 

S43 0,219 0,133 | 0,180 0,195 0,210 
S 47 0,158 0,250 | 0,300 0,310 0,288 
S50 0,142 0,270 0,340 0:340 0,338 
S53 0,110 0,238 0,276 0,250 0,238 
S57 0,028 0,190 | 0,190 0,184 0,170 
S61 0,023 0,105 0,092 0,088 0,077 


*) Abgelesen gegen Wasser. 
**) Abgelesen gegen alkalische Dinitrobenzoat-Lésung 


Da durch eine weitere Herabsetzung des Natronlaugezusatzes 
keine Verbesserung mehr erreicht werden konnte, wurde versucht, 
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die alkalische Reaktion durch Pufferung mit Natriumacetat zu 
verringern. Die ausgezogene Kurve in Fig. 1 zeigt das Mittel 
aus einer groBen Reihe von Versuchen, in denen auber Kreatinin 
in einem Gesamtvolumen von 50 cem 10 cm Dinitrobenzoatlésung 
und 1 ccm Natronlauge auch noch 5 ccm 20°/,ige Natrium- 
acetatlésung enthalten war. Die Extinktion nimmt innerhalb von 
15 Minuten nur um wenige Prozent ab. Ohne Acetatzusatz 
(gestrichelte Kurve) sinkt sie im gleichen Zeitraum um 13°/,. 
Die Fig. 1 zeigt ferner durch die Linge der in den verschiedenen 
Kurvenpunkten angebrachten senkrechten Striche, die die Schwan- 
kungsbreite in den Einzelversuchen andeuten sollen, daB die Werte 


% 


10 15 Min. 
Fig. 1 
durch den Acetatzusatz gleichmaBiger wurden. Als Nachteil ist 
die geringe absolute Héhe der Extinktion zu bezeichnen, doch 
1aBt sich dieser Nachteil ja weitgehend durch eine VergréBerung 
der Schichtdicke ausgleichen. 

Ks wurde nunmehr, um die ginstigsten Versuchsbedingungen 
zu finden, noch die Menge des zugesetzten Natriumacetats variiert. 
Die Mittelwerte aus einer Reihe derartiger Versuche enthilt die 
Tab. 3. Das giinstigste Ergebnis hat also ein Zusatz von 10 ccm 
Acetatlisung, bei dem die Extinktion etwa 30 Minuten konstant 
bleibt. Die genauere Verfolgung in zahlreichen Versuchen mit 
verschiedenen Kreatininkonzentrationen und Schichtdicken zeigte, 
daB, wie die Fig. 2 zeigt, unter den gewiihlten Versuchsbedingungen 
die Extinktion fiir 28 Minuten nach dem Anuffiillen auf ein 
Volumen von 50 ccm konstant bleibt. Dann folgt ein linearer 
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Tabelle 3 
0,4364 mg Kreatinin, 10 cem Dinitrobenzoat, 1 cem 10°/,ige Natronlauge 
Steigende Mengen 20°/,ige Natriumacetatlésung. Aufgefiillt auf 50,0 ecm 


Abgelesen ccm Natriumacetatlésung 
nach Minuten [4 | 5 | 
0 01185 0,120, 01055 (0,025 
10 0,1125 01195 01055 0,1025 
20 0,110 | —-0,1185 0,1055 0,100 
30 0,100 — 0,105 0,0925 


Abfall der Extinktion, die im ganzen allerdings nur fiir 60 Minuten 
verfolgt wurde. Der Mittelwert aus allen diesen Versuchen ist 
in Fig. 2 (ausgezogene Kurve) dargestellt. Fiir die Darstellung 


0 BO 55° GOMin 


Fig. 2 


ist dabei fiir jeden Kinzelversuch der Anfangswert gleich 100 
gesetzt worden. Die Abbildung zeigt auch, daB die Streuung 
zwischen den einzelnen Werten nur ziemlich geringfiigig ist. Der 
wesentliche Fortschritt gegeniiber der Originalmethode von Langley 
und Evans geht aus dem Vergleich mit der gestrichelten Kurve 
der Abb. 2 hervor, die den Abfall der Extinktion unter ihren 
Bedingungen zeigt. 

Wenn bei langeren Versuchsreihen die Ablesung aller Ansitze 
nicht innerhalb der zur Verfiigung stehenden Zeit von 28 Minuten 
durchgefiihrt werden kann, so gibt der lineare Abfall die Méglichkeit, 
auch die spater abgelesenen Werte zu korrigieren (vgl. Tab. 8). 

Wie die Fig. 3 zeigt, gilt fiir Extinktionskoeffizienten bis 
zu 0,32 das Lambert-Beersche Gesetz streng, dann wird die 
Extinktion kleiner als es der Kreatininkonzentration entspricht. 
Bis zu 28 Minuten nach Fertigstellung des Ansatzes und bis zu 
e = 0,320 ergibt sich der Kreatiningehalt der Probe durch Multi- 
plikation des Extinktionskoeffizienten (= Extinktion fiir 1 emSchicht- 
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dicke) mit dem Faktor 3,47. Fiir die iibrigen Zeiten ergibt sich 
der Umrechnungsfaktor aus der Tab. 8. 

Damit sind die optimalen Bedingungen fiir die Bestimmung 
des Kreatinins ermittelt. Es bleibt aber noch die Aufgabe, die 
Bedingungen fiir die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin und 
fir die Extraktion des Kreatins aus dem Muskel festzulegen. 
Friihere Versuche von Lehnartz und Jensen hatten, wie in der 
folgenden Arbeit geschildert, ergeben, daB die allgemein iibliche 
Methode der Extraktion des Kreatin aus der Muskulatur durch 

E 
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0200 - 


05 10 15 20 mg Kreatin 
Fig. 3 oder Kreatinin 


kochsalzhaltige verdiinnte heife Essigsiiure') besonders bei An- 
wendung auf Muskelbrei, der mit Salzlésungen lingere Zeit exponiert 
war, gelegentlich auBerst langwierig ist. Es wurde gezeigt, daB 
unter gewissen Voraussetzungen Extraktion und Enteiweifung mit 
5°/,iger Trichloressigsiure, der etwas Salzsiure hinzugefiigt ist, 
vorgenommen werden kann. Es wurden jedoch noch einige weitere 
Versuche zur weiteren Bestitigung dieser Feststellung, zur genaueren 
Ermittlung der zur Umwandlung des Kreatins ins Kreatinin erforder- 
lichen Saurekonzentration sowie der fiir diese Umwandlung not- 
wendigen Zeit unternommen. 

Die Tab. 4 zeigt zunichst an einem typischen Beispiel den 
Verlauf der Umwandlung durch Salzsiure verschiedener Konzen- 
tration bei 4stiindigem Erhitzen auf 120° im zugeschmolzenen 


') O. Riesser, Diese Z. 86, 415 und zwar 441 (1913). 
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Rohr. Wie aus der Tabelle ersichtlich, wird innerhalb von 
4 Stunden bei allen Salzsiurekonzentrationen zwischen 0,33 


and 1,98°/, eine praktisch vollstiindige Umwandlung des Kreatins 
in Kreatinin erzielt. 
Tabelle 4 


2cem Kreatinlésung (entsprechend 0,529 mg Kreatinin) 
+4cem 5°%,ige Trichloressigsiure mit einem Salzsiuregehalt 
der ee bet Konzentration. 4 Stunden bei 120° erhitzt 


Endkonsentration gef unden 

an an HCl land 
0,33 0,518 98,0 
1,0 0,66 0,521 98,7 
2,0 1,32 0,521 98,7 
3,0 1,98 0,521 98,7 


AnschlieBend wurde der zeitliche Verlauf dieser Umwandlung 
in 0,66 und 1,32°/,iger Salzsaure (Endkonzentration) verfolgt. Das 
Ergebnis zeigt die Tab.5. Ein grofer Unterschied besteht also 
zwischen diesen beiden Salzsiurekonzentrationen nicht, jedoch ist 
der Verlauf der Umwandlung bei der héheren Konzentration etwas 


rascher. Tabelle 5 


2 cem Kreatinlésung (entsprechend 0,450 mg Kreatinin) 
+4ceem 5°%,ige Trichloressigsiure in 1 bzw. 2°/,iger Salzsiure 
- (HCl-Endkonzentration 0,66 und 1,32°/,) Temperatur 120° 


Dauer des 0,66 HCl 
Erwirmens e fiir Schichtdicke e Mittel | | 
| mg reatinin| 
2 em | 1 em 1 em | | 
1 0,142 0071 54,7 
2 0,227 0,112 0,113 0,393 | 874 
3 0,252 | 0,125 0,1255 0,436 | 97,0 
4 0,258 | 0,124 | 0,1265 0,439 | 97,6 
5 0,258 0,126 | 0,1275 0,443 | 98,8 
Dauer des | 1.32 "fo HCl 
Erwiérmens e fiir e Mittel | | 
Stunden mg eatinin | °%/, 
2 em | I em 1 em | 
1 | — | oo | | 58,0 
2 0,240 | 0,120 0,120 | 0,416 | 92,5 
3 0,258 | 0,129 0,129 0,448 | 99,5 
4 0,258 | 0,125 0,127 | 0,441 | 98,0 
5 0,260 | 0,128 0129 | 0,448 99,5 
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Bereits die Untersuchungen von Lehnartz und Jensen 
hatten ergeben, daB die einfache Extraktion des Muskelbreis mit 
Trichloressigsiure—Salzsiure nicht vollstindig ist oder zu unregel- 
miBigen Versuchsergebnissen fithrt. Es wurde aber gefunden, 
daB eine Zerreibung des Muskelbreis nach kurzem Stehen in 
Trichloressigsiure—Salzsiure mittels Quarzsand zu Ergebnissen 
fiihrt, die denen der Essigsaureextraktion véllig entsprechen. 

Die Anwendung des hier besprochenen Verfahrens auf 
Muskelbrei soll nur an einem Beispiel gezeigt werden, in dem 
gleichzeitig gepriift wurde, ob die Dauer des Stehens des Breis mit 
Trichloressigsiure—Salzsiure vor dem Zerdriicken mit Quarzsand 
einen EKinfluB auf das Ergebnis der Bestimmung hat (vgl. Tab. 6). 


Tabelle 6 


Muskelbrei mit 10 cem 5 Trichloressigsiiure in 2°/,iger Salzsiure. 
1, 2, 4 und 5 Stunden extrahiert, dann mit Quarzsand verrieben 
und 5 cem des Extraktes bei 120° 4 Stunden erwiirmt 


Dauer der Extraktion 


Muskelbrei | e fiir Schichtdicke mg-°/, 
Stunden mg 1 em | 0,5 em Kreatinin | 
316 0,140 0,070 | 319 
2 274 0,120 0,060 313 
4 279 0,122 0,061 313 
5 237 0,108 0,054 325 


Bereits nach 1stiindiger Extraktion ist bei nachfolgendem 
Zerreiben der gleiche Kreatininwert gefunden wie bei 5stiindiger 
Extraktion. | 

Zum SchluB sind in Tab. 7 einige Beispiele dafiir an- 
gefiihrt, daB die hier beschriebene Methode bei Anwendung auf 
frischen Muskelbrei praktisch die gleichen Werte gibt wie die 


Tabelle 7 


mg-°/, Kreatin (als Kreatinin) in frischer Muskulatur bestimmt mit 


Dinitrobenzoat . . 350 383 366 365 367 360 375 378 Mittel: 368 
Pikrinsiure . . 357 393 373 376 374 360 376 373 » t 


Pikratmethode. Ob eine Ubereinstimmung der beiden Methoden 
immer und unter allen Umstiinden an biologischem Material zu 
finden sein wird, laBt sich natiirlich ohne weitergehende Versuche 
nicht entscheiden. Es erscheint auch als méglich, daB die gleichen 
Substanzen, die bei der Pikratmethode eine Anwesenheit von 
Kreatinin vortiuschen, dies auch bei der Dinitrobenzoatmethode 
tun. Wegen ihrer héheren Spezifitit ist diese aber auf jeden Fall 
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vorzuziehen, weil sie Stérungsméglichkeiten vermeidet, die bei der 
Pikratmethode mit Sicherheit bestehen. 


Beschreibung der Methode 


a) Extraktion des Kreatins aus dem Muskel. Der Muskel wird 
auf der Glasplatte mit der Schere zu einem feinen Brei zer- 
kleinert und 0,2—0,5 g des Breis in vorher analytisch gewogene 
Glaschen gebracht, die 5 ccm 5°/,ige Trichloressigsiure mit 
einem Gehalt von 2,4 oder 3°/, Salzséure enthalten. Durch eine 
zweite Wagung wird das Muskelgewicht ermittelt. Die Glischen 
bleiben unter haufigem Schiitteln mindestens 1 Stunde stehen. 
Dann wird der Muskelbrei im Achatmérser unter Zugabe von 
2—3 g¢ Quarzsand mit der auf einige Portionen verteilten, zur 
Extraktion und zur Versuchsunterbrechung dem Muskelbrei zu- 
gefiigten Trichloressigsaure—Salzsiure verrieben, wobei die ein- 
zelnen Fliissigkeitsanteile durch ein kleines Blaubandfilter in einen 
25 ccm MeBkolben filtriert werden. Fallungsréhrchen, Mérser und 
Filter werden mit mehreren Portionen 1°/,iger Salzsiure nach- 
gewaschen und mit ihnen auch der Muskelriickstand verrieben. 
Zum Schlu8 wird mit 1°/,iger Salzsiure bis zur Marke aufgefillt. 


b) Umwandlung des Kreatins in Kreatinin. Von dem Filtrat 
wird ein ausreichender Anteil, meist geniigen 5—10 ccm, jedoch 
nicht mehr als 11 ccm in eine Ampulle von 2—3 cm Durch- 
messer und 8—10cm Hohe aus schwer schmelzbarem Jenaer 
Glas abgemessen, die Ampulle zugeschmolzen und 3 Stunder im 
Warmschrank bei 120° gehalten. Nach dieser Zeit wird sie 
abgekiihlt und aufgesprengt. 


c) Die Bestimmung des Kreatinins. — «) Erforderderliche 
Lésungen. 1. 6°/,ige Dinitrobenzoat-Lésung. 30 g 3,5-Dinitrobenzoesiure 
werden in 425 cem Wasser suspendiert und mit dem Riihrwerk geriihrt. 
Dann gibt man 75 cem 10°/,iger Sodalésung hinzu und riihrt noch etwa 
‘/g Stunde weiter, bis sich die Dinitrobenzoesiure fast véllig gelést hat. 
Nach dem Filtrieren ist die Lésung vollig klar und héchstens ganz sehwach 
gelblich gefirbt. Die kiufliche Dinitrobenzoesiiure wird nach den Angaben 
von Langley und Evans aus Alkohol umkrystallisiert. 50 g 3,5-Dinitro- 
benzoesiure werden in 100 ccm siedendem 80°/,igem Alkohol gelést. Vom 
Ungelésten wird abfiltriert und das Filtrat auf 5° abgekiihlt. Nach 30 Minuten 
wird abgesaugt und mit 50°/,igem Alkohol nachgewaschen. Das Umkystalli- 
sieren ist unter Umstinden mehrere Male zu wiederholen. Schmelzp. 204 
bis 204,5°. 

2. 2,5n-Natronlauge. 

3. 20°/,ige Natriumacetatlésung (aus CH,COONa-H,0O). 

4, Methylrot-Indicator. 
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8) Ausfihrung. Zu der in den Ampullen befindlichen 
Lésung wird etwas Methylrot hinzugegeben, mit 2,5n-Natronlauge 
genau neutralisiert und soviel Wasser hinzugegeben, daB das 
Gesamtvolumen genau 11 ccm betrigt. Jetzt werden in dieser 
Reihenfolge je 10 ccm Dinitrobenzoatlésung und Natriumacetat- 
lésung sowie 1ccm Natronlauge hinzugegeben. Nach kurzem 
Umschiitteln bleiben die Réhrchen zur Farbentwicklung genau 
5 Minuten, gemessen vom Zeitpunkt der Zugabe der Natron- 
lauge ab, stehen. Dann wird ihr Inhalt quantitativ in einen 
50 com MeBkolben iibergespilt, zur Marke aufgefiillt und im 
Stupho mit dem FilterS57 abgelesen. Die zweite Kiivette wird 
mit einem Ansatz beschickt, der in gleicher Weise aus Dinitro- 
benzoat, Natriumacetat und Natronlauge bereitet wird. Im _ all- 
gemeinen wird bei zwei verschiedenen Schichtdicken abgelesen 
und der Kreatiningehalt nach Tab. 8 aus dem Mittelwert dieser 
auf 1 cm Schichtdicke reduzierten Ablesungen berechnet. (Dabei 
ist zu beachten, daB die Zeitangaben der Tab. 8 vom Augenblick 
des Auffiillens bis zur Marke rechnen. Bei Reihenversuchen ist 
genau darauf zu achten, daB jeder einzeine Ansatz vor dem Auf- 
fiillen genau 5 Minuten stehen bleibt.) 


Tabelle 8 


Faktoren zur Umrechnung der Extinktionskoeffizienten 
in Milligramm Kreatinin 


Minuten f Minuten f Minuten f Minuten f 
1—28 3,47 36 3,66 44 3,87 52 4,11 
29 3,50 37 3,69 45 3,90 53 4,14 
30 3,52 38 46 3,93 54 4,17 
31 3,54 39 3,74 47 3,95 5D 4,21 
32 3,56 40 3,76 48 3,99 56 4,24 
33 3,59 41 3,79 49 4,02 57 4,27 
34 3,61 42 3,82 50 4,05 58 4,31 
35 3,64 43 3,84 51 4,08 59 4,34 
— — — 60 4,37 
Zusammenfassung 


Ks wird eine Modifikation der Bestimmung des Kreatinins 
mit Dinitrobenzoat und die Anwendung des Verfahrens auf die 
Kreatinbestimmung im Muskel beschrieben. 
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Uber die Herkunft des Muskelkreatins 
1. Mitteilung*) 


Von 
E, Lehnartz und Ruth Jensen 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus den Physiologisch-Chemischen Instituten der Universitaéten Miinster i.W. und Gottingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1941) 


Die Frage nach der Herkunft des Kreatins im Tierkérper 
ist oft gestellt und bearbeitet worden. In den bei Beginn dieser 
Untersuchung vorliegenden Arbeiten hat man sich im wesentlichen 
bemiht, durch parenterale Zufuhr verschiedener Aminosiuren oder 
durch Verfiitterung von Aminosiuren, EiweiBhydrolysaten und 
sonstigen mutmaBlichen Vorstufen oder schlieBlich durch reich- 
liche EiweiBernihrung eine Vermehrung des Kreatingehaltes der 
Muskulatur oder einen Anstieg der Kreatininausscheidung im Harn 
zu erweisen?). Aus derartigen Fiitterungs- oder Injektionsversuchen 
ist aber niemals mit Sicherheit der SchluB zu ziehen, ob die zu- 
gefihrten Stoffe wirklich in Kreatin umgewandelt wurden oder 
ob nicht durch ihre Wirkung die Kreatinbildung in anderer, in- 
direkter Weise gesteigert wurde. Ks kommt hinzu, daB bei an- 
scheinend gleichartiger Versuchsanordnung von verschiedenen 
Autoren einander widersprechende Ergebnisse erhalten wurden. 

Angesichts der groBen Zahl von Fiitterungs- und Injektions- 
versuchen mit Aminosiuren oder anderen Substanzen ist die Zahl 
der Untersuchungen an isolierten Organen mit Zusatz der ver- 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuche waren im wesent- 
lichen schon vor lingerer Zeit abgeschlossen. Aus ‘iuBeren Griinden mubte 
ihre Veréffentlichung bis jetzt zuriickgestellt werden. Ein Teil der Ergeb 
nisse wurde bereits im Jahre 1938 auf dem XVI. Internationalen Physiologen-- 
KongreB in Ziirich vorgetragen. KongreBbericht UH, 202. 

1) Eine ausfiihrliche Wiedergabe der schon hiufig zusammengestellten 
Literatur iiber die Untersuchungen ist mit Riicksicht auf die Platzersparnis 
unterblieben. Es sei verwiesen auf G. Embden, Hdb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. 8/1, 447 ff (1925); A. Hunter, Creatine and Creatinine, London 1928; 
vgl. ferner M. Bodansky, J. of Biol. Chem. 112, 615 (1933). 
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schiedenen als Vorstufen angenommenen Substanzen bemerkens- 
wert gering'). Auch bei dieser Art der Versuchsanordnung sind 
keineswegs iibereinstimmende Ergebnisse crhalten worden. 


Als wahrscheinlichster Ort fiir eine Bildung von Kreatin 
im Organismus mute von vornherein die Muskulatur angesehen 
werden. Es wurden daher Versuche in Angriff genommen, durch 
Zusatz einer Reihe der mutmaBlichen Kreatinvorstufen zum 
Muskelbrei AufschluB iiber die Natur dieser Vorstufen zu erhalten. 
Die vorliegende Mitteilung befaBt sich mit den Ergebnissen, die 
bei dem Zusatz von Arginin und von Glykokoll gewonnen wurden. 


Andere Stoffe bilden den Gegenstand weiterer im Gange befind- 
licher Untersuchungen’). 


Das Arginin hat schon seit langer Zeit in den Diskussionen 
tiber die Herkunft des Kreatins an erster Stelle gestanden. Die 
verschiedenen in der Literatur niedergelegten Ergebnisse sind 
keineswegs eindeutig. Weiterhin hat das Glykokoll als Vorstufe 
des Kreatins in allen Uberlegungen eine grofe Rolle gespielt, 
seit Brand, Sandberg, Harris und Ringer’) gezeigt haben, 
daB beim Muskeldystrophiker durch Zufuhr von Glykokoll die 
Kreatinausscheidung erhéht wird. Thomas, Milhorat und Tech- 
ner‘) haben bereits darauf hingewiesen, da darin aber keines- 


wegs ein Beweis fiir eine Umwandlung des Glykokolls in Kreatin 
erblickt werden kann. 


Methodik 


Bei den friiheren Bestimmungen des Kreatins im Muskel wurde die 
EnteiweiBung der zerkleinerten Muskulatur und die Extraktion des Kreatins 
gewohnlich durch Aufkochen mit Kochsalzlésungen bei essigsaurer Reaktion 
vorgenommen, dem 6fters wiederholtes Aufkochen und Nachwaschen des 
Riickstandes bzw. des Filters mit Wasser folgte*). Die vereinigten Extrakte 
wurden auf dem Wasserbad eingeengt und durch Erhitzen mit Salzsiure 
oder Pikrinsiure das Kreatin in Kreatinin umgewandelt. Die Bestimmung 
des gebildeten Kreatinins nach der Folinschen oder einer aus ihr ab- 
geleiteten Methode wird angeschlossen. 


') Vgl. z.B. G. Mori, Sei-i-kai med. J. 54, 8—9 (1935), zitiert nach 
Chem. Z. 1937, I, 376. 


*) F. Menne, Diese Z., erscheint demniichst. 
’) E. Brand, M. M. Harris, M. Sandberg u. A.J. Ringer, Amer. 
J. Physiol. 90, 296 (1929); E. Brand, M. M. Harris, M. Sandberg u. 


M. M. Lasker, J. of Biol. Chem. 87, 9 (1930); E. Brand u. M. M. Harris, 
Ebenda 92, 59 (1930). 


*) K. Thomas, A.T. Milhorat u. F. Techner, Diese Z. 214, 121 (1933). 
*) Vgl. z.B. O. Riesser, Diese Z. 86, 415, und zwar S. 441 (1913). 
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Ganz abgesehen davon, daf diese Art der EnteiweiBung besonders 
bei Durchfiihrung von Reihenuntersuchungen auBerordentlich zeitraubend 
ist, stellten sich bei ihrer Anwendung in der vorliegenden Arbeit fast un- 
iiberwindliche Schwierigkeiten heraus, weil bei der in den meisten Versuchen 
durchzufiihrenden Exposition des Muskelbreis in Salzlésungen gréBere Eiweib- 
mengen in Lésung gehen, die bei der EnteiweiBung mit kochsalzhaltiger 
Essigsiure in der Hitze so fein dispers oder sogar gar nicht ausfallen, wo- 
durch das Filter verstopft wird und die Filtration auBSerordentlich zeit- 
raubend wird. 

Es wurde daher versucht, die EnteiweiBung mittels Trichloressigsiure 
durehzufiihren. In der Tab.1 sind einige jeweils am gleichen Material von 
vornherein getrennt durchgefiihrte Vergleichsbestimmungen zwischen den 
beiden EnteiweiBungsmethoden zusammengestellt. Die Werte sind bei den 
verschiedenen Verfahren einander sehr dhnlich, doch liefert die EnteiweiBung 
mit Trichloressigsiiure anscheinend etwas héhere Werte, die auch unter- 
einander bei Parallelansiitzen die bessere Ubereinstimmung zeigen. 


Tabelle 1 


Vergleich der Kreatininwerte bei EnteiweiBung durch Kochsalz—Essigsiure 
und Trichloressigsiure. mg-°/, Kreatinin 


Trichloressigsiure 274 297 297 307 286 247 244 242 240 
Kochsalz—Essigsiiure 297 288 275 270 — 234 229 244 223 


Weiterhin war zu priifen, in welcher Weise sich die Umtwandlung des 
Kreatins ins Kreatinin am besten vollziehen lift. Es wurde verglichen 
Erhitzen mit Salzsiure und mit Pikrinsiiure. Einige Versuchsbeispiele gibt 
die Tab. 2. Beim Erhitzen mit Pikrinsiiure erhaélt man also im allgemeinen 
die gleichen Werte wie mit Salzsiure, womit friihere Beobachtungen von 
A. Palladin’) sowie von O. W. Palladin’) erneut bestiitigt werden. Wenn 
trotzdem dem Erhitzen mit Salzsiiure der Vorzug gegeben wurde, so deshalb, 
weil gelegentlich beim Erhitzen mit Pikrinsiiure eine Braunfirbung der 
Ansiitze auftrat, die eine weitere Verarbeitung unméglich machte. 


Tabelle 2 


Kreatininwerte beim Erhitzen mit Salzsiure oder Pikrinsiure 
mg-°/, Kreatinin 

Salzsiiure 274 292 270 422 252 331 226 

Pikrinsiure 298 271 262 432 258 316 231 


Fir die Umwandiung des Kreatins in Kreatinin wird im allgemeinen 
eine Salzsiurekonzentration von 2,5°/, und 2—3 stiindiges Erhitzen auf dem 
Wasserbad oder kiirzeres Erhitzen im Autoklaven angegeben. Da uns ein 
Autoklav zunichst nicht zur Verfiigung stand, wurden die Ansiitze im zu- 
geschmolzenen Rohr aus Jenaer Glas im Trockenschrank 4 Stunden bei 120° 


)) A. Palladin u. A. Kudrjawzeff, Biochem. Z. 138, 89 und zwar 
S. 92 (1922). 
, *) O. W. Palladin, Ukrain. biochem. Z. 7, 163 (1934). Zitiert nach 
Ber. Physiol. 92, 5i (1936). 
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erwirmt. Die unter diesen Umstinden zur Umwandlung erforderliche Salz- 
siiurekonzentration kann, wie die Tab. 3 zeigt, in ziemlich groBem Umfange 
variiert werden. 

Tabelle 3 


Umwandlung von Kreatin in Kreatinin 
durch Salzsiure verschiedener Konzentration. 4 stiindiges Erhitzen auf 120° 
Vorgelegt 0,3068 mg Kreatin = 0,2645 mg Kreatinin 


HCl- mg in 
Konzentration Kreatinin der Theorie 

0,33 %/, 0,2645 100,0 

0,66 0,2660 100,6 

1,32 0,2660 100,6 

2,00 0,2590 97,4 


Das Verfahren konnte dadurch wesentlich vereinfacht werden, dak 
die zur Umwandlung des Kreatins in Kreatinin notwendige Salzsiure der 
zur Unterbrechung der Versuche und zur Extraktion dienenden Trichlor- 
essigsiiure gleich zugesetzt werden konnte. Die Tab. 4 gibt dafiir einige 
Beispiele. Da8 auch dabei die Salzkonzentration keine sehr wesentliche 
Rolle spielt, zeigt der in Tab. 5 wiedergegebene Versuch, in dem die Saiz- 
siurekonzentration zwischen 0,25 und 2,0°/, variiert wurde, wobei praktisch 
die gleichen Werte erhalten wurden. Eine weitere Bestiitigung findet sich 
in der vorhergehenden Arbeit von Lehnartz. Die Gegenwart der Trichlor- 
_ essigsdiure fiir die Gesamtsiurekonzentration ist belanglos, da sie beim Er- 
hitzen zu Chloroform decarboxyliert wird. 


Tabelle 4 Tabelle 5 
Vergleich der Kreatininwerte bei Extraktion der Muskulatur 
EnteiweiBung mit 5°/,iger Trichlor- init 5°/,iger Trichloressigsiure 
essigsiure und 5°/,iger Trichloressig- mit verschiedenem HCl-Gehait. 
siure in 1,5°/,iger Salzsiure 4 stiindiges Erhitzen der Filtrate 
mg-°/, Kreatinin bei 120° 
EnteiweiBung mit HCl-Konzentration mg-°/, Kreatinin 
Trichlor- Trichlor- 
essigsidure essigsiure + HCl 0,25 "Yo 
354 373 0,5 330 
374 365 330 
327 322 327 
319 326 2,0 330 


Wenn sich somit am frischen Muskelbrei Trichloressigsiure als vor- 
ziiglich geeignet zur Extraktion des Kreatins erwies, so ergaben sich doch 
bei Anwendung auf Muskelbrei, der vorher mehrere Stunden in Salzlésungen 
exponiert war, dfters Stérungen, die auf einen unvollstiindigen Ubertritt 
des Kreatins in die Trichloressigsiure schlieBen lieBen. Durch Verreibung 
des Muskelbreis mit Quarzsand im Achatmérser in der zur Fillung und 
Extraktion dienenden Trichloressigsiiure-Salzsiiure wurden jedoch in jedem 
Fall befriedigende Ergebnisse erhalten. 
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Auf Grund dieser Erfahrungen gestaltete sich _ Vorgehen 
im einzelnen folgendermaBen: 


Die Hinterschenkelmuskulatur eines Frosches wird auf der 
Glasplatte mit der Schere fein zerkleinert und so gleichmaBig wie 
moéglich auf etwa 0,2—0,5 g wiegende Portionen verteilt. Diese 
werden in vorgewogene Wiegeglaschen eingebracht, die vorher ent- 
weder zur Bestimmung des Anfangswertes an Kreatin mit 5 ccm 
einer Lisung von 5°/, Trichloressigsiure in 1,5°/, Salzsiure 
oder zur Bestimmung der Kreatinbildung mit 10 ccm der Versuchs- 
lésung versetzt waren, deren Zusammensetzung jeweils bei den 
einzelnen Versuchen angegeben ist. Nach Verteilung der Mus- 
kulatur auf die verschiedenen Glischen wurden diese erneut zur 
Ermittlung der verwandten Muskelmenge analytisch gewogen. Der 
bereits mit Trichloressigsiure versetzte Ansatz erhielt nunmehr 
noch den gleichen Zusatz an Argininlésung wie die iibrigen An- 
siitze. Diese blieben bei Zimmertemperatur (18—20°) stehen 
und wurden nach den jeweils angegebenen Zeiten durch Zusatz 
von 5 ccm Trichloressigsiure—Salzsiure unterbrochen. Nach zwei- 
stiindigem Stehen mit Trichloressigsiiure wurde die Muskulatur 
mit der Zusatzfliissigkeit im Achatmérser verrieben und von den 
Filtraten ein aliquoter Anteil, meist 8—10ccm, im zugeschmolzenen 
Rohr aus Jenaer Glas 4 Stunden im Trockenschrank bei 120° 
gehalten. Nach dieser Zeit wurden die Ampullen abgekiihlt, auf- 
gesprengt und mit 4 ccm 10°/, Natronlauge und 10 ccm gesittig- 
ter Pikrinsiure versetzt. Nach 20 Minuten langem Stehen wird 
ihr Inhalt quantitativ im 100 ccm-MeBkolben iiberspiilt und nach 
dem Auffillen im Leitzschen Colorimeter mit dem Filter ,,6« 
gegen eine Standardlésung von Kreatinin—Chlorzink in n/10-HCl 
von geeigneter Konzentration abgelesen. Zur Kompensation der 
Higenfarbe des Pikrats wurde auf beiden Seiten eine alkalische 
Pikratlésung gleicher Konzentration wie in den beiden kreatinin- 
haltigen Ansitzen vorgeschaltet. Alle Versuchsergebnisse wurden 
als mg Kreatinin in 100g Muskel berechnet. 


Versuchsergebnisse 


Suspendiert man Muskelbrei in je 10 ccm Ringer-Lésung, 
laBt die Ansitze unter gelegentlichem Umschiitteln mehrere Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen und unterbricht zu verschiedenen 
Zeiten ('/,—6 Stunden) durch Zusatz von 5 cem Trichloressig- 
siure—Salzsiiure, so zeigen die Kreatininwerte der einzelnen An- 
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satze keine wesentlichen Unterschiede. Gelegentlich werden ge- 
ringe Erhéhungen, ebenso oft aber auch Gleichbleiben oder leichte 
Erniedrigung gefunden. Der Kreatingehalt des Muskels bleibt 
also bei Exposition unter diesen Bedingungen praktisch unver- 
andert. Setzt man der Ringer-Lisung dagegen geringe Mengen 
von Arginin (5—9 mg) hinzu, so erfahrt er in der Mehrzahl der 
Versuche eine deutliche Vermehrung. Die Tab. 6 gibt ein typi- 
sches Beispiel fiir beide Versuchsreihen wieder. Bei dem Zusatz 
von Arginin wird die starkste Vermehrung des Kreatins nach 
einer Versuchszeit von 4 Stunden erhalten. An sich ist die hier 
gefundene Vermehrung von 39°/, keine Ausnahme (vgl. z.B. Tab. 8), 
jedoch wurde in keinem anderen Versuch eine derartig groBe 
Differenz zwischen 2 und 4stiindiger Exposition gefunden, und auch 
der Abfall bei den 4 Stunden iiberschreitenden Expositionszeiten 
ist ungewohnlich. Im allgemeinen findet man in diesen Zeit- 
versuchen einen starken Anstieg in der ersten Versuchsstunde, 
dem ein weiteres langsames Ansteigen bis zu 4 Stunden folgt 
und dann bleiben die Werte bei weiterer—im allgemeinen bis 
zu 6 Stunden fortgesetzter — Exposition unverandert. 


Tabelle 6 
Kreatinin-Anfangswert 372 mg-°/, 
Dauer Exponiert in Zunahme im Arginin- 
der Exposition TH versuch in °/ 

Stunden Ringer-Liésung des Anfangswertes 

1 349 412 11 

2 356 414 12 

4 359 519 39 

350 441 19 

6 352 440 18 


Durch diese Versuchsanordnung kann also als erwiesen gelten, 
daB die Muskulatur in der Lage ist, bei Exposition in einer 
argininhaltigen Lésung ihren Kreatingehalt zu vermehren. Jedoch 
wurde ein gleich klares Bild nicht in allen derartigen Versuchen 
erhalten. Der wahrscheinlichste Grund dafiir war von vornherein 
ein der Umwandlung von Arginin in Kreatin ungiinstiger p,-Wert. 
Ks wurde daher in weiteren Versuchen die p,-Abhingigkeit der 
Reaktion untersucht. Dazu wurde zunichst verfolgt, ob eine ein- 
fache p,-Anderung ohne Zusatz von Arginin an sich schon Ver- 
anderungen im Kreatingehalt des Muskels zur Folge hat. Die 
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Einstellung verschiedener p,-Werte erfolgte durch Phosphatpuffer. 
Wie die beiden in Tab. 7 wiedergegebenen Versuchsbeispiele 
zeigen, bleibt aber innerhalb eines p,,-Bereiches von 6,63—8,30*) 
der Kreatingehalt des Muskels praktisch unveraindert. Das gleiche 
Ergebnis wurde in zahlreichen anderen Versuchen der gleichen 
Art erhalten. 
Tabelle 7 


Muskelbrei in 10 cem Phosphatpuffer. Exposition 3 Stunden bei 18° 
mg-°/, Kreatinin 


Anfangswert 476 470 467 460 460 466 466 465 463 468 
419 417 — — 410 410 410 409 415 401 
a 6,63 6,81 7,14 7,34 7,86 8,03 8,17 8,30 


Ganz anders wird aber das Bild, wenn dem Phosphatpufier 
auBerdem noch Arginin hinzugefiigt wird. Von den sehr zahlreichen 
Versuchen, die mit Argininzusatz angestellt wurden, sind in Tab. 8 
nur drei Beispiele angefiihrt.**) 


Tabelle 8 


Muskelbrei in 10 ccm Phosphatpuffer mit 20—40 mg Arginin. 3 Stunden 
Exposition bei 18°. mg-°/, Kreatinin. (Die Werte in Klammern geben die 
Steigerungen in °/, des Ausgangswertes an.) 


ininzusatz 40 m 20m 20 m Anstieg in °/, 
= Ome | Omg des 
Anfangswert 297 246 301 im Durchschnitt 
Pp 5,6 322 (7,8) 275 (10,5) 7 303 (0,7) 6,3 
. 313 (5,4) 279 (13,4) } 318 (5,6) 8,2 
6,6 334 (12,5) | 250 (1,6) 382 (27,0) 14,0 | 
7,0 413 (39,1) | 287 (16,6) 343 (13,9) 23,2 
7,5 312 (5,1) 260 (5,7) 332 (10,3) 7,0 
8,2 32C (7,7) 250 (1,6) 302 (0,3) 12 


Diese Versuche ergeben in der Tat die erwartete p,-Ab- 
hangigkeit der Kreatinbildung. Ihr p,-Optimum liegt bei p,, 6,6 
bis 7,0. In anderen Versuchen wurden auch noch andere p,,-Werte 
untersucht. Dabei wurde gelegentlich die optimale Kreatinbildung 
bei abweichenden p,-Werten gefunden. Die Ursachen fiir dies 
von der weit tiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche abweichende 


*) Die py-Werte beziehen sich hier und in den folgenden Versuchen 
auf die Pufferlésungen. 

**) Die Versuche der Tab. 8 wurden mittels der in der vorangehenden 
Mitteilung beschriebenen Kreatininbestimmung mit Dinitrobenzoesiure durch- 


gefiihrt. 
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Verhalten konnte bisher nicht aufgeklirt werden. Vielleicht ist 
noch mit weiteren bisher unbekannten Faktoren zu rechnen, die 
die Kreatinbildung beeinflussen. Die starken Abweichungen, die 
vor allem gelegentlich bei starker sauren und alkalischen p,,- 
Werten gefunden wurden, kénnten vielleicht mit der gréBeren 
Nachgiebigkeit des Phosphatpuffers in diesen Bereichen zusammen- 
hangen, die die exakte Kinstellung eines konstanten p,,-Wertes 
schwierig machen. Die hier wiedergegebenen und zahlreiche andere 
Versuche haben aber keine Bestitigung fiir die Existenz der in 
der vorlaufigen Mitteilung dieser Versuche angegebenen zwei p,,- 
Optima bei p,, 6,0—6,3 und 8,0—8,3 erbracht, so daB diese 
Angabe hiermit zuriickgezogen werden muB. 

Im Voranstehenden ist zunichst ohne weitere Beweise die 
Behauptung aufgestellt worden, daB aus dem zugesetzten Arginin 
Kreatin gebildet worden ist. Abgesehen von der Tatsache, daB 
die angewandte Bestimmungsmethode fiir das Kreatinin, das auf 
der Jaffeschen Reaktion beruhende Pikratverfahren, nicht als 
spezifisch angesehen werden kann, hatte es sich genau so gut 
um eine Bildung von Kreatinin als um eine solche von Kreatin 
handeln kénnen, Eine erhéhte Wahrscheinlichkeit dafiir, daB es 
sich wirklich um eine Vermehrung des Kreatins oder des Krea- 
tinins handelt, mag darin erblickt werden, daB die Versuche der 
Tab. 8, die bei optimalem p,,-Wert besonders deutliche Ausschlaige 
zeigen, mit der in der voranstehenden Mitteilung beschriebenen, 
wesentlich spezifischeren Bestimmungsmethode mit Dinitrobenzoat 
ausgefiihrt worden sind. In dieser Mitteilung wird auch noch 
besonders gezeigt, daB das Pikrat- und Dinitrobenzoatverfahren 
am gleichen Material im wesentlichen zu den gleichen Ergeb- 
nissen fiihrt. 

Damit ist aber noch nicht entschieden, ob in den Zusatz- 
versuchen Kreatin oder Kreatinin gebildet wird. Eine Entscheidung 
dariiber ist durch direkte Bestimmung des Kreatins schwer zu 
fiihren, da die zu seiner Bestimmung zur Verfiigung stehenden 
Methoden nicht sehr exakt sind. Zur Klirung der Frage wurde 
daher vom gleichen Ansatz ein Teil des Trichloressigsiureextraktes 
vor und ein zweiter nach Erhitzen mit Salzsdure der Kreatinin- 
bestimmung unterworfen. Die erste Bestimmung ergibt das 
praformierte“, die zweite das Gesamtkreatinin. Von dem in Tab.8 
an zweiter Stelle wiedergegebenen Versuch wurden die Ansiatze 


bei p,, 6,3 und p,, 7,0 in dieser Weise verarbeitet. Das Ergeb- 


nis zeigt die Tab. 9. 
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Tabelle 9 


_ Kreatininwerte vor und nach Erhitzen mit Salzsiure 
Muskelbrei in 10cem Phosphatpuffer mit 20 mg Arginin. Gesamtvolumen 
des Ansatzes 25 ecm, davon 5cem zu jeder Bestimmung 


Vor | 
Muskel- Erhitzen mit Salzsiure 
6 (3em mg-"/o, (1 em mg- 

Schicht) Kreatinin Schicht) 
Anfangswert 0,620 0,03 2.8 0,088 246 
Pr 6,3 0,659 0,03 2,6 0,103 279 
7.0 0,649 0,03 2,7 0,108 287 


Der Versuch ergibt also, daB die Werte fir das praformierte 
Kreatinin in allen drei Ansatzen vdllig gleich und sehr gering 


sind. Selbstverstindlich ist bei den geringen Extinktionen die 


Ablesung sehr ungenau, aber trotzdem 1aBt sich mit Sicherheit 
behaupten, daB die Menge des praformierten Kreatinins nur etwa 
1°/, von der des Gesamtkreatinins betrigt und daB zwischen den 
drei Ansitzen kein Unterschied besteht. Soweit dies mit der 
angewandten Methode méglich ist, ist damit der Beweis dafiir 
erbracht, daB in den Argininzusatzversuchen Kreatin und nicht 
Kreatinin entsteht. Wahrscheinlich riihren die geringen Kreatinin- 
mengen, die iiberhaupt gefunden werden, davon her, daB bei der 
sauren Extraktion des Muskels ein kleiner Teil des Kreatins in 
Kreatinin umgewandelt wird. Gerade in der Tatsache, daB die 
farbbildende Substanz erst nach der Behandlung der Extrakte 
mit Salzsiure, also unter den Bedingungen der Umwandlung von 
Kreatin in Kreatinin auftritt, erblicken wir einen weiteren Be- 
weis dafiir, daB tatsichlich aus Arginin Kreatin und nicht ein 
anderer Stoff gebildet worden ist. 

Da der Muskel von vorneherein Kreatinin nicht enthalt und 
auch bei Zusatz von Arginin keine Kreatininvermehrung eintritt, 
kénnen die im Voranstehenden geschilderten Versuchsergebnisse 
nur durch eine Bildung von Kreatin aus Arginin erklirt werden. 
DaB diese Bildung von Kreatin aus einem Stoff, der schon seit 
langer Zeit als Muttersubstanz des Kreatins angesehen worden 
ist, in einem Organ erfolgt, fiir dessen Funktion das Kreatin in 
Form des Phosphokreatins ein unentbehrlicher Bestandteil ist, 
unterstreicht nachhaltig die Bedeutung dieser Feststellung. 

Zur Vervollstandigung der Beweisfiihrung wire noch nach- 
zuweisen, daB der Vermehrung des Kreatins eine gleich groBe Ab- 
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nahme des zugesetzten Arginins entspricht. Die Méglichkeit fiir 
den Nachweis der Argininverminderung ist aber von vornherein 
gering. Da zu jedem Ansatz nur etwa 0,25—0,5 g Muskel ver- 
wandt wurde, enthielt jeder Ansatz bei einem Kreatiningehalt des 
Muskels von durchschnittlich 0,350°/, etwa 0,9—1,8 mg Kreatinin. 
Bei Zusatz von 40 mg Arginin betragen die héchsten beobachteten 
Steigerungen des Kreatininwertes 40°/,, also pro Ansatz etwa 
0,4—0,8 mg, entsprechend einer Abnahme des Arginins von 
0,5—1,0 mg. Diese Verminderung liegt aber wohl mit Sicherheit 
innerhalb der Fehlergrenze seiner Bestimmung. Bei geringeren 
Argininzusitzen liegen die Verhiiltnisse auch nicht giinstiger, da 
bei ihnen die anteilige Vermehrung des Kreatinins auch geringer 
wird. 

In den bisher besprochenen Versuchen wurde mit Phosphat- 
puttern gepuffert. Versuche mit anderen Puffergemischen fihrten 


zu dem eigentiimlichen aber in allen Versuchen iibereinstimmend 
immer wieder erhobenen Befund, da8 nur und ausschlieBlich 
im Phosphatputfer sich die Umwandlung des Arginins in Kreatin 
vollzieht. Von anderen Putfern wurden untersucht Veronal, Borat 
und Glykokolk Wegen der Gleichartigkeit aller dieser Versuche 
kann yon einer Wiedergabe im einzelnen abgesehen werden. Es 
sind daher in der Figur zusammen das Mittel aus 5 Versuchen mit 
Veronal- und 3 Versuchen mit Boratpuffer unter Zusatz von jeweils 
10 mg Arginin dargestellt. Dabei ist der Anfangswert gleich 100 
gesetzt und die iibrigen Werte darauf umgerechnet. Man sieht 
ohne weiteres, da% von einer Vermehrung des kreatins bei keinem 
der untersuchten p,-Werte die Rede sein kann. Da bei einigen 
der untersuchten p,-Werte im Phosphatpuffer starke Vermehrungen 
des Kreatins bei Zasatz von Arginin gefunden werden, mu8 der 
negative Ausfall der Versuche in Borat- oder Veronalputter durch 
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eine Hemmung der Umwandlung von Arginin in Kreatin erklart 
werden. Beispiele fiir derartige Abhingigkeiten bestimmter Reak- 
tionen von der Natur des verwandten Puffers sind in der 
Fermentchemie nicht selten. 


Wie bereits angedeutet, wird auch bei Pufferung mit Glyko- 
koll keine Kreatinbildung aus Arginin beobachtet. Diese Fest- 
stellung ist besonders deshalb interessant, weil auch das Glykokoll 
selber als Muttersubstanz des Kreatins angesehen worden ist. 


Aus diesem Grunde soll auch auf das Ergebnis der Glykokoll- 
versuche noch. etwas niher eingegangen werden. Die Tab. 10 
enthalt das Ergebnis von 2 getrennt angesetzten Versuchen, von 
denen der eine nur Glykokoll, der andere auBerdem noch Arginin 
enthielt. Wie man sieht, kommt es in keinem Falle zu einer 
Vermehrung des Kreatingehaltes im Muskel. Das gleiche negative 
Ergebnis hatten zahlreiche andere gleichartig angesetzte Versuche. 


Tabelle 10 


Muskelbrei in 10 ccm Glykokollputter 
Exposition 3 Stunden bei 18° mg-°/, Kreatinin 


ohne | mit 
Zusatz von 10 mg Arginin 
Anfangswert 378 | 409 
Px 6,10 371 | 395 
7,89 373 | 400 
8,23 376 | 407 
8,57 370 411 
8,92 361 | 
9,36 370 | 418 


Ks erschien jedoch méglich, daB dieser negative Versuchs- 
ausfall auf die nicht optimalen p,-Werte der Ansiitze zuriick- 
zufiihren war. Deshalb wurden noch einige weitere Versuche 
gemacht, in denen durch Zusatz von Phosphatpuffern zu den 
Glykokollésungen optimale p,-Werte fiir eine etwaige Kreatin- 
bildung eingestellt wurden. Die Phosphatpuffer hatten die p,-Werte 
6,3; 6,6 und 7,0. Durch den Zusatz von Glykokoll wurden diese 
nur um 0,1 p,,-Kinheiten nach dem Alkalischen verschoben. Die 
4 in Tab. 11 zusammengestellten Versuche zeigen, daB auch bei 
diesen optimalen Voraussetzungen keine Umwandlung von Glyko- 
koll in Kreatin erfolgt, und zwar.weder bei Glykokollmengen von 
10, noch solchen von 20 mg. Im Gegenteil, bei den hédheren 
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Glykokollmengen sind bei den p,,-Werten 6,8 und 7,1 die Kreatin- 
werte gegeniiber dem Anfangswert sogar deutlich erniedrigt. Auf 
diese Erniedrigung, die auch in anderen Versuchen gelegentlich 
gefunden wurde, soll aber nicht naher eingegangen werden. 


Tabelle 11 


Glykokoll in Phosphatpuffer 
3 Stunden Exposition bei 18° mg-°/, Kreatinin 


10 mg Glykokoll 20 mg Glykokoll 

Anfangswert 305 | 297 328 388 
6,4 302 308 
6,8 988 297 

71 302 287 981 


Ks ergibt sich somit, daB eine Versuchsanordnung, die regel- 
maBig zu einer deutlichen Bildung von Kreatin aus Arginin fihrt 
und damit eine experimentelle Bestitigung fir die seit langer 
Zeit angenommene Bedeutung des Arginins als Muttersubstanz 
fiir das Kreatin erbringt, nicht in der Lage ist, die Bildung von 
Kreatin aus Glykokoll nachzuweisen. Es mag in diesem Zusammen- 
hang darauf hingewiesen werden, daB Hyde?) neuerdings bei 
normalen weiblichen Versuchspersonen auch bei laingere Zeit 
durchgefiihrter Verfiitterung groBer Glykokollmengen keine ver- 
mehrte Ausscheidung von Kreatin oder Kreatinin im Harn nach- 
weisen konnte. Demgegeniiber kommen Bloch und Schoen- 
heimer~’) auf Grund ihrer Versuche mit der Zufuhr von Glykokoll, 
das einen erhéhten Gehalt an dem N-Isotop N?® hat, zu dem 
SchluB, daB das Glykokoll bei der biologischen Kreatinsynthese 
fiir den Aufbau dieses Stoffes verwendet wird. Wie die vor- 
anstehenden Versuchsergebnisse zeigen, liefern unsere Befunde 
keine Bestitigung dieses Ergebnisses. Es besteht natiirlich die 
Méglichkeit, daB neben der Muskulatur auch noch andere Organe 
fir die Kreatinbildung herangezogen werden. Einige mit Leber 
und Niere unter Zusatz von Arginin durchgefiihrte Versuche hatten 
bisher allerdings ein negatives Ergebnis, wir behalten uns jedoch 
die weitere Verfolgung dieser Frage vor. In der oben angefihrten 


') E. Hyde, J.-of Biol. Chem. 134, 95 (1940). 
*) K. Bloch u. R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 138, 633 (1940). 
3} Dieselben, J. of Biol. Chem. 134, 785 (1940). 
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Arbeit’) zeigen im iibrigen auch Bloch und Schoenheimer 
die Verwertung des Arginins fiir den Aufbau des Kreatins. 
Ebenso haben Fisher und Wilhelmi’) die Méglichkeit der 
Umwandlung von Arginin in Kreatin durch das iiberlebende 
Froschherz gezeigt. 


Die Sonderstellung, die dem Phosphat bei der Entstehung 
von Kreatin aus Arginin zukommt, legte Versuche nahe, die 
Bildung von Kreatin aus Argininphosphorséiure zu untersuchen. 
Die Argininphosphorsiure wurde bereits im Sommer 1935 in der 
Marine Biological Station in Plymouth aus Hummer- und Krebs- 
muskeln isoliert und als Bariumsalz aufbewahrt’). Das Barium- 
salz wurde mit der berechneten Menge Schwefelsdure umgesetzt 
und die Lésung nach Abtrennung des Bariumsulfatniederschlages 
mit Natronlauge neutralisiert. Pufferung mit Phosphat und Ver- 
gleich der Werte mit den bei alleinigem Zusatz von Phosphat- 
puffer erhaltenen. Leider kann fiir diese Versuchsanordnung nur 
ein Beispiel gegeben werden, da der Rest der Argininphosphor- 
siurepraparate bei einem Luftangriff vernichtet wurde. Bei der 
gleichen Gelegenheit ging auch ein Analysenheft verloren, so daB 
die Menge der zugesetzten Argininphosphorsaure nicht mehr exakt 


Tabelle 12 


Argininphosphat in Phosphatpuffer von p,;, 7,0 
3 Stunden Exposition bei 18° mg-°/, Kreatinin 


Anfangswert mit Argininphosphat. . . 285; 278 
Phosphat mit Argininphosphat . . . . 316; 308 


angegeben werden kann; sie entsprach aber etwa einer Arginin- 
menge von 10 mg pro Ansatz. Der in Doppelbestimmungen an- 
gesetzte, in Tab. 12 wiedergegebene Versuch zeigt, daB sich durch 
Argininphosphat keine gréBere Kreatinbildung als durch Arginin 
erreichen laBt. Die Zunahme liegt mit 12,5°/, in derselben 
Hohe wie bei Zusatz einer entsprechenden Argininmenge. Ein 
Ansatz, der durch Zusatz von Trichloressigsiure-Salzsiiure sofort 
unterbrochen wurde und dann einen Zusatz von Argininphosphat 


Vgil. Anm. 3, 8. 286. 

*) R. B. Fisher u. E. Wilhelmi, Biochemie. J. 31, 1136 (1937). 

3) Fiir die Erméglichung des Aufenthaltes in Plymouth bin ich der 
Rockefeller-Stiftung zu Dank verpflichtet. 
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erhielt, zeigt keine Zunahme des von vornherein vorhandenen 
Kreatins. Das Argininphosphat beeinfluBt also die Kreatin- 
bestimmung nicht. 


Zusammenfassung 


Im Froschmuskelbrei wird Arginin in Kreatin umgewandelt. 
Das p,-Optimum dieser Umwandlung liegt bei p,, 6,6—7,0. Die 
Umwandlung erfolgt lediglich bei Pufferung mit Phosphat. Pufferung 
mit Borat, Veronal oder Glykokoll unterdriickt die Kreatinbildung 
aus Arginin vollstindig. Anhaltspunkte fiir eine Umwandlung 
von Glykokoll in Kreatin durch die Muskulatur wurden nicht 
gefunden. 
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Uber das Verhalten des Jodgehaltes der Schilddriise 
im Laufe des experimentellen Skorbuts 
Von 
Irene Mihalyfi 
Mit 1 Figur im Text 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1941) 


Die betrachtliche Erhéhung des Gasstoftwechsels, welche an 
Meerschweinchen am Ende des experimentellen Skorbuts zuerst 
von Mosonyi und Rig6é!) nachgewiesen wurde, ist auf die infolge 
des C-Vitaminmangels eintretende Aktivierung der Schilddriise 
zurickzufiihren [Mosonyi und Kézdi’)]. Andererseits konnten 
mehrere Autoren®) zeigen, da8 zu Beginn der C-freien Ernahrung 
wiederum eine Verminderung der Oxydationsprozesse im Meer- 
schweinchenorganismus stattfindet. Diese letztere Erscheinung 
diirfte aber dann auf einer verminderten Funktion der Schilddriise 
beruhen. Um in den Zusammenhang zwischen Schilddriisenfunktion 
und den Oxydationsprozessen im Laufe des experimentellen 
Skorbuts — insbesondere in bezug auf das zu Beginn auftretende 
Sinken der Verbrennungsprozesse — einen tieferen Kinblick zu 
gewinnen, verfolgte ich an Meerschweinchen im Verlaufe des 
Skorbuts die Veriinderungen des Jodgehaltes der Schilddriise. 


Methodik 


Die Jodbestimmungen wurden nach dem von Sehulek und Stasiak‘) 
beschriebenen Verfahren ausgefiihrt. Die in Athernarkose, unter sterilen 
Bedingungen entfernte Schilddriise wird vom Bindegewebe sorgfiltig gereinigt 
und rasch abgewogen. Dann wird das Organ in 5 cem 50 °/,iger Kalilauge 
auf dem Wasserbade gekocht, bis die Fliissigkeit vollkommen homogen er- 
scheint. Diese wird jetzt in einen Nickeltiegel iiberfiihrt, der Tiegel mit wenig 
Wasser nachgewaschen und nachher im Wasserbade zur Trockne eingedampft. 
,,Uber kleiner Flamme wird der Tiegel unter vorsichtigem Umschwenken 
erhitzt, bis der Inhalt zu einer Fliissigkeit schmilzt. Mit dem Fortschreiten 
der Zerstérung wird der Tiegel der Flamme immer mehr genihert, schlieBlich 
in die Flamme gehalten, wobei jedes allzustarke Schiumen zu vermeiden 
ist. Das Ende der Zerstérung ist daran erkenntlich, daf das geschmolzene 
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Kaliumhydroxyd vollkommen durchsichtig ist und die Schmelze auch in der 
Flamme nicht mehr schiumt. Das ganze Verfahren nimmt etwa 10 Minuten 
in Anspruch. Zu starkes Erhitzen ist zu vermeiden, da dabei Jodverlust 
auftreten kann. Nach dem Erhitzen wird der Tiegel durch Eintauchen in 
kaltes Wasser abgekiihit, der Inhalt in wenig Wasser, evtl. unter leichtem 
Erwirmen gelést, durch einen befeuchteten Wattebausch in einen 200 cem- 
Kolben filtriert und mit so viel destilliertem Wasser nachgewaschen, daB das 
Volumen des Filtrats etwa 80cem betrigt. Die Fliissigkeit wird mit 20°/,iger 
Schwefelsiiure neutralisiert (Methylorange als Indicator), zur neutralisierten 
Flissigkeit 1 cem n/1-Salzsiiure und so viel frisch bereitetes Chlorwasser 
zugegeben, daB die Fliissigkeit krystallklar wird. Dazu geniigen 1—2cem 
Chlorwasser. Der Chloriiberschu8 wird iiber freier Flamme ausgekocht, 
wobei das gleichmiBige Kochen durch Eintragen von wenig gekérntem 
Bimssteinpulver in die Fliissigkeit gesichert wird. 15 Minuten langes starkes 
Kochen geniigt zur Entfernung des Chlors. Nach dem Auskochen wird der 
Kolben abgekihlt, wobei es zweckmiBig ist, sich von der vélligen Abwesenheit 
des Chlors zu iiberzeugen. Die Fliissigkeit mub, mit 1 Tropfen verdiinnter 
Methylorangelésung versetzt (1: 10000), blaB rosafarben bleiben. Nun wird die 
Flissigkeit mit 5 cem 20°/,iger Phosphorsiiure versetzt, 0,1 g Kaliumjodid 
zugefiigt und das ausgeschiedene Jod mit n/100-Natriumthiosulfat titriert. 
Indicator 1°/,ige Stirkelésung (1 cem n/100-Natriumthiosulfatlésung entspricht 
0,2115 mg Jod).“ 

Zum Skorbutversuch gelangten junge, 300—480 » schwere Meer- 
schweinchen. Insgesamt wurden 5 normale und 25 Skorbuttiere aufgearbeitet. 
Die Schilddriise wurde bei den Skorbuttieren zu verschiedenen Zeitpunkten 
des Skorbuts entfernt. Zur Erzeugung des experimentellen Skorbuts wurde 
den Tieren die skorbutogene Diit von Scheunert und Tillmans') ver- 
abreicht. Die Skorbutversuche wurden in 3 Gruppen, im Herbst, Winter 
und Frithling ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse 


Als Normalwerte fanden sich in der Meerschweinchen-Schild- 
driise pro 100g Organ 19, 18,2, 35,1, 33,1 bzw. 35,8 mg, im 
Mittel 28,2 mg Jod. 

Die Versuchsergebnisse von 2 Gruppen der Skorbuttiere sind 
in nachstehender Zeichnung angegeben. Im Jodgehalt der Schild- 
driise kann bei jeder Gruppe dasselbe eigenartige Verhalten nach- 
gewiesen werden. Bereits am Ende der 1. Woche findet eine 
allmahlich eintretende Jodanhaufung in der Schilddriise statt, die 
ungefihr bis ans Ende der 4. Woche anhilt. Nun beginnt der 
Jodgehalt wieder allmihlich abzunehmen, um kurz vor dem Kin- 
gehen der Tiere wieder normal zu werden. Der héchste Wert 
betrug bei 1 Tiere der Wintergruppe am 25. Skorbuttage 92 mg-°/, 
und bei der Herbstgruppe am 19. Skorbuttage 86 mg-°/, Jod. 
Dies wiirde bei einem normalen Mittelwert von 28,2 mg-°/, bei 
der 1. Gruppe eine Steigerung von 226°/, und bei der 2. von 
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205°/, bedeuten. Die Angaben der Frihlingsgruppe stimmen mit 
denen der obigen beiden Gruppen im groBen ganzen iiberein. 
Diese Jodwerte sind in der Abbildung nicht angegeben, da ein 
groBer Teil der Tiere noch vor der Aufarbeitung eingegangen ist 
und aus den spirlichen Werten nur eine unvollkommene Kurve 
angefertigt werden konnte. Im Schrifttum fand ich beziiglich des 
Jodgehaltes der Schilddriise von Skorbuttieren nur von Sankaran) 
Angaben. Nach ihm steigt der normale Jodgehalt der Schilddriise 
des Meerschweinchens wihrend des Skorbuts bedeutend an. 


8 


Jodgehalt in mg % 


Scorbuttage 


Jodgehalt der Schilddriise in mg pro 100 g Gewebe bei skorbutkranken Meerschweinchen 
——- Herbstgruppe Wintergruppe 


Beim Vergleich der im Jodgehalt der Schilddriise wiahrend 
des experimentellen Skorbuts eintretenden Verinderungen mit dem 
Verhalten des Gasstoffwechsels skorbutkranker Meerschweinchen 
geht klar hervor, daB zwischen dem Jodgehalt der Schilddriise 
und den Oxydationsprozessen der Skorbuttiere ein inniger Zu- 
sammenhang besteht. Die Jodkurven und die aus den Werten 
des verbrauchten Sauerstoffs angefertigten [vg]. bei Mosonyi und 
Kézdi, a. a. 0.%)] verhalten sich wie Spiegelbilder. Der 
anfinglichen Senkung des Sauerstoffverbrauchs zu Beginn der 
C-freien Ernihrung entspricht die betriichtliche Steigerung des 
Schilddriisenjodgehaltes und der in der 4. Woche eintretenden 
Erhéhung des Gasstoffwechsels wiederum eine bedeutende Ab- 
nahme des Schilddriisen-Jodwertes. Diese im Verlauf des Skorbuts 
im Jodgehalt der Schilddriise nachweisbaren charakteristischen 
Verinderungen kénnen offensichtlich als Ausdruck der im Funktions- 
zustande des Organs vorhandenen Schwankungen aufgefaBt werden. 
Im besten Einklang damit stehen die Befunde von Fasold%, 
nach welchem bei skorbutkranken Meerschweinchen zur Zeit der 
von Mosonyi und Rig6 [a. a. O.})] nachgewiesenen betriichtlichen 
Steigerung des Gasstoffwechsels der Blutjodspiegel gegen den 
normalen Wert von 15—31 y-°/, auf 82—947-°/, erhéht ist. Das 
Schilddriisenhormon wird also aus den Driisenacini ins Blut 
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entleert und durch das Blut den Geweben zugefiihrt, wo es seine 
oxydationsteigernde Wirkung entfaltet. Dadurch nimmt der Jod- 
gehalt der Schilddriise natiirlich ab. In jenem Stadium des Skorbuts 
hingegen, wo die Skorbuttiere eine betrichtliche Senkung des 
Sauerstoffverbrauches aufweisen, findet eine Retention des Thyroxins 
in der Schilddriise statt, was wiederum zu einem Anstieg des 
Schilddriisen-Jodwertes fiihrt. 


Zusammenfassung 


Im Verlaufe des experimentellen Skorbuts treten im Jodgehalte 
der Schilddriise eigenartige Verinderungen aul. Vom Ende der 
ersten bis ungefiihr zum Ende der vierten Skorbutwoche findet 
eine Jodanhiiufung in der Schilddriise statt. Im Endstadium des 
Skorbuts nimmt dagegen der Jodgehalt wieder ab. Dieses Ver- 
halten des Schilddriisen-Jodgehaltes kann mit im Verlauf des 
Skorbuts eintretenden Schwankungen der Schilddriisentitigkeit in 
Zusammenhang gebracht werden. 
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Untersuchungen iiber das Unverseifbare 
II. Mitteilung 


Das Unverseifbare aus den fetalen Lebern und den Lebern Erwachsener 
Von 
Adolf Dimter 


(Aus dem Institut fiir physiologische und medizinische Chemie der Deutschen 
Karlsuniversitit in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1941) 


In der ersten Mitteilung') meiner Untersuchungen iiber das 
Unverseifbare konnte ich iiber das Vorkommen griBerer Mengen 
aliphatischer ungesiattigter KW-Stoffe in Ovarialdermoidcysten 
berichten. Insbesondere Squalen konnte in diesen Cysten ganz 
regelmiBig nachgeviesen werden. Nun sind die Ovarialdermoid- 
cysten durch ihre Entstehung aus den Follikeln des Ovariums 
als Jugendformen gekennzeichnet. Es ergab sich daher aus diesem 
auffilligen Befund die Frage, ob dieses Vorkommen ungesittigter 
KW-Stoffe nicht ein Charakteristikum friihzeitiger Formen des 
Fettstoffwechsels darstellt. 

Da8 der Fettstoffwechsel im embryonalen Leben in mancher 
Hinsicht vom Fettstoffwechsel des spateren Lebens abweicht, steht 
wohl auBer Zweifel. Schon der relative Sauerstoffmangel, der ja 
auch im Kohlenhydratstoffwechsel zum Vorwiegen anaerober Formen 
des Abbaues fiihrt, kénnte sich wohl auch im Lipoidstoftwechsel 
in ahnlicher Richtung auswirken, Vielleicht ergibt sich gerade im 
embryonalen Stoffwechsel besser als anderswo die Méglichkeit, 
die Vorstufen der Sterine und damit Zusammenhinge zwischen 
den verschiedenen Gruppen der Lipoide zu fassen. Insbesondere 
das Fett der Leber, in der ja in erster Linie gréBere Umsetzungen 
zu erwarten sind, scheint fiir derartige Untersuchungen geeignet. 

Der Fett- und Lipoidgehalt verschiedener niederer Lebewesen wihrend 
der Entwicklung (Eier von Végeln, Amphibien, Reptilien und Gastropoden, 
ferner Froschembryonen, Rogen, Larven und Puppen u. dgl.) ist 6fters der 


Gegenstand chemischer Untersuchungen gewesen. Uber das Vorkommen 
bestimmter Fettbegleitstoffe bei den Jugendformen -dieser Tiere sind wir 
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daher einigermafen unterrichtet. Die Untersuchungen beschriinken sich aber 
meist nur auf die Bestimmung einzelner Bestandteile und zeigen vielfache 
Widerspriiche. So findet man oft nur Angaben tiber den Fett-, Phosphor- 
oder Lipoidgehalt. Angaben iiber das Unverseifbare und seine Zusammen- 
setzung findet man jedoch nur duferst selten (Ovariumél von Schildkroten 2! 
Ol aus dem Eierstock von Mugil japonicus’), Rogendl von Heptranchias 
Deani‘), Unverseifbares und Cholesteringehalt von Lepidopterenpuppen)). 


Unsere Kenntnisse iiber den Stoffwechsel der Lipoidsubstanzen bei 
jugendlichen Entwicklungsstufen der Siugetiere beschriinkt sich auf Unter- 
suchungen iiber das Fett des Ovariums von Kiihen'), Unterhautfett von Friih- 
geburten”), Cholesteringehalt fetaler Nebennieren, Thymus usw., fetales 
Blut verschiedener Tiergattungen’), Phosphorverbindungen der Kaninchen- 
embryonen*), Fettsiiuren fetaler und jugendlicher Tierorgane, Lipoide des 
Follikelapparates bei Mensch, Rind usw., den Gehalt an Lecithin bei mensch- 
lichen Embryonen”™), iiber Cholesterinester in Nebennieren bei 4—5 Monate 
alten Feten™) u. ii. 

Das embryonale Leberfett ist verhiltnismiBig wenig unter- 
sucht. Lang!) berichtet iiber den Gehalt von Phosphorlipoiden 
und Cholesterinestern in der Leber von Rattenembryonen. Er schliebt 
auf Grund seiner Versuche, daB fiir das wachsende Gewebe kein 
charakteristischer Lipoidgehalt, speziell kein hoher Cholesterin- 
gehalt, zu finden ist. Die lipolytische Aktivitat des Lebergewebes 
beim Rattenembryo liegt bedeutend unter der von erwachsenen 
Tieren?*), der Fettgehalt ist héher. Einen relativ hohen Fett- 
gehalt haben Imrie und Graham) auch in der Embryonal- 
leber von Meerschweinchen gefunden. Uber das menschliche 
fetale Leberfett ist bisher kaum etwas bekannt. Die Leber und 
tiberhaupt die inneren Organe!®) des Fetus enthalten gréBere 
Fettmengen als die Organe des extrauterin lebenden Menschen. 
Die wenigen Untersuchungen iiber dieses Fett beziehen sich meist 
auf Carotin-1*) und Vitamin A-Bestimmungen mit dem Ergebnis, 
daB die Vitamin A-Reserve des Fetus vom Erwachsenen kaum 
verschieden ist?"). Da in den fetalen Organen nur in der Leber 
Vitamin A gefunden wurde’), ergibt sich auch daraus die grofe 
Bedeutung der Leber fiir den Lipoidstoffwechsel des Fetus. Nur 
sehr vereinzelt findet man eine Angabe iiber den Lebercholesterin- 
gehalt'’) einer Friihgeburt oder iiber Fettreserven fetaler Lebern™). 


In den genannten Untersuchungen finden sich keine Angaben 
iiber denjenigen Teil des Lipoidstotiwechsels, der gerade bei den 
Jugendformen des Stoffwechsels von besonderem Interesse ist, 
weil dort Abweichungen zu erwarten sind. Gerade der Nicht- 
cholesterinanteil des Unverseifbaren ist bei Jugendformen des 


Stoffwechsels noch kaum untersucht. Nur iiber das Unverseifbare 
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des Fettes aus Rogen, der Leber des Fetus und der Leber junger 
und erwachsener Haie liegen einige wenige Untersuchungen vor). 


Auf die Verhiltnisse beim Menschen angewandt erméglichen diese 
Befunde um so weniger einen SchluB, als der Fettstoffwechsel gerade bei 
den Haien offenbar wesentlich von dem Verhalten bei anderen Tierarten ab- 
weicht. Bei Haien hatten André und Canal’) vor allem ein merkwiirdiges 
Verhalten des Unverseifbaren festgestellt. Beim jungen Tier iiberwiegt das 
Cholesterin, beim erwachsenen das Squalen. Daraus schlieBen sie auf bio- 
logische Beziehungen zwischen Cholesterin und Squalen in dem Sinne, dab 
die Umwandlung Fettsiuren —> Sterine -> ungesiittigte KW-Stoffe mit dem 
Wachstum des Tieres fortschreitet, bzw. Squalen bevorzugt oder Cholesterin 
verlangsamt gebildet wird. Denn beim jungen Hai wurden 58,5°/, Fettsiuren, 
22,5°/, Cholesterin und 18°/, Squalen, beim erwachsenen Hai 47°/, Fettsiiuren, 
2°/, Cholesterin und 48°/, Squalen gefunden. 


Diese auffilligen Befunde machten es daher notwendig, beim 
Siiugetier, insbesondere auch beim Menschen, das Verhalten des 
Fettstoffwechsels wihrend der Embryonalperiode zu untersuchen. 
Es muBte von Interesse sein, das Unverseifbare, das bei den 
Jugendformen des Hais so groBe Abweichungen in der Zusammen- 
setzung zeigt, auch beim Menschen zu studieren. Ich habe daher 
das Unverseifbare der menschlichen fetalen und erwachsenen 
Leber untersucht, da ja ihunliche reziproke Verhiltnisse, wie sie 
die genannten Forscher beim Haifisch vorfanden, auch hier zwischen 
Sterinen und dem squalenartigen K'W-Stoff vermutet werden 
muBten. Die Untersuchungen liefen weiter darauf hinaus, im 
Unverseifbaren von Leberfetten verzweigte KW-Stofie zu finden, 
die umgekehrt im Organismus zur Ringbildung befahigt sein 
kénnten. 

Untersucht wurden das Leberfett vom Fetus des Menschen, 
des Rindes und des Pferdes. Zum Vergleich wurde auch das 
Leberfett erwachsener Menschen, ferner auch das Leberfett er- 
wachsener Pferde, Rinder und Schweine untersucht. 


A. Das Unverseifbare der erwachsenen Saugetierleber 
1. Menschliche Leber 


Je 1 kg frisecher Leber wurde in der Fleischmiihle zerkleinert und mit 
Aceton geschiittelt. Nach einiger Zeit wurde das Aceton erneuert. Das 
entwiisserte Lebergewebe wurde hierauf im Soxhlet mit Ather extrahiert. 
im Vakuum wurden die Liésungsmittel im Stickstoffstrom entfernt und der 
Riickstand mit wasserfreiem Ather aufgenommen. Der Fettgehalt der Siiuge- 
tierlebern betrug etwa 3°/,. Auffallend hoch ist in den Leberfetten, wie 


auch schon Sammartino und andere Autoren”) fanden, der hohe Gehalt 
an freien Fettsiiuren. 
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Die Verseifung erfolgte mit Natriumalkoholat in der Kite. Bei allen 
untersuchten Lebern stellte das Unverseifbare eine orangefarbene bis rote 
teigige Masse dar; es war phosphorfrei, die Lassaignesche Stickstoffprobe 
fiel negativ aus. Trotzdem enthilt das Unverseifbare nach der Dumasschen 
Mikromethode kleine Mengen Stickstoff, die vor allem von Lignocerylsphin- 
gosin®*) herriihren diirften. Aus der roten Fliissigkeit fielen beim Stehen 
weitere Krystalle aus, die im wesentlichen aus Cholesterin bestanden. Das 
Gesamtunverseifbare wurde in warmem Alkohol gelést und mit Digitonin ge- 
fillt. Nach cinigen Stunden Stehen wurde die Digitoninfallung abfiltriert, das 
Filtrat im Vakuum eingedampft und der Riickstand in Ather und Wasser 
aufgenommen. Die atherische Lésung enthilt das Restunverseifbare*), das 
auf diese Weise als braunrotes bis dunkelrotes, dickfliissiges Ol isoliert wurde. 

*s war leicht léslich in Ather und Chloroform, schwerer léslich in Alkohol 
und zum Teil schwer léslich in Aceton und Petrolither. Das R.U. gab bei 
der Liebermann-Burchardschen Cholestolreaktion meist nur einen braun- 
roten Farbton. Doch gaben manche Fraktionen die Liebermann-Burchard- 
sche und die Salkowskische Reaktion bereits in geringen Mengen sehr 


deutlich. 

Auf diese Weise wurden aus 1kg menschlicher Leber 7,93 g 
Unverseifbares mit 2,02 g Cholesterin, d.s. 25,5°/, im Unverseif- 
baren, erhalten. Daraus ergibt sich rechnerisch 5,9 g R.U. Tat- 
sachlich findet man aber bis zu 10°/, kleinere Werte. Durch 
Acetylierung la8t sich nur ein Teil des cholesterinfreien Unver- 
seifbaren verestern, immer bleibt iiber der Acetylierungsmasse eine 
blige KW-Schicht erhalten. Daraus ergibt sich der wichtige Be- 
fund, daB die Lebern Erwachsener erhebliche Mengen KW-Stoffe 
enthalten. 

Zur Charakterisierung der im R.U. befindlichen KW-Stoffe 
wurde in die atherische Lisung unter Kihlung HCl-Gas einge- 
leitet und dabei eine weiBe krystallinische Fallung erhalten. Das 
so dargestellte Chlorid krystallisierte aus Aceton in Drusen und 
laBt sich im Gegensatz zu dem Squalenhexahydrochlorid nie rein 
schneeweib erhalten. Der Schmelzpunkt wurde bei 127° gefunden. 
Der Chlorgehalt ist deutlich geringer als der des Squalenhexa- 
hydrochlorids. Er betrug bei verschiedenen von mir dargestellten 
Fraktionen 30,8—31,3°/,. Offenbar handelt es sich um ein héheres 
Homologes des Squalens. 

Chloranalyse des Hydrochlorids aus der menschlichen Leber: 0,1238, 
0,2001 g Subst.: 0,15475, 0,2532 g AgCl. 

Gef. Cl 30,92, 31,3. 
Um den gleichen Stoff handelt es sich offenbar bei der Substanz, die von 


Channon und Marrian”), ferner von Thannhauser und Fromm”) im 
Unverseifbaren des Leberfettes von Siiugetieren nachgewiesen worden ist. 


*) Restunverseifbares fortan: R.U. 
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Auch Channon, Devine und Loach”) haben eine analoge Substanz aus 
den KW-Stoffélen der Schweineleber durch Behandlung mit Methylalkohol- 


Ather gewonnen. Weitere Reinigung des in Methylalkohol schwerer léslichen _ 


Oles fiihrte zu einer Substanz mit der Jodzahl 333 und der Formel C,, 
H,, oder C,;, H,,. Den Schmelzpunkt des aus Aceton erhaltenen Hydro- 
chlorids geben sie mit 115—121° an 


Das von Channon uud Marrian sowie von Thannhauser und 
Fromm auf ihnliche Weise aus der Siugetierleber erhaltene a 
ergab 58,84°/, C, 8,84°/, H, etwa 31°, Cl, baw. 58,83°/, C und 8,85°/, H 

Im Leber6l von Elefant, Hund, Huhn und Kaninchen haben Tsu jimoto 
und Koyanagi”’) KW-Stoffe gefunden, die sich in iitherischer Lésung durch 
trockenes HCl-Gas fiillen lieBen. Sie erhielten bei diesen Stoffen folgende 
Chlorwerte: 29,7, 29,83, 30,15°/, Cl, die mit den von mir erhaltenen Werten 
zumindest darin iibereinstimmen, da sie wesentlich unter der des Squalen- 
hexahydrochlorids mit 33,83°/, liegen. 

Die Analysen des von mir dargestellten Hydrochlorids sind 
mit der Formel C,,H,, -8HCl am besten in Kinklang zu bringen: 

C,,H,,- SHC] Ber. C 59,45 H 9,32 Cl 31,23 
Gef. ,, 58,8—58,9 3,8—8,9 30,8—31,3. 

Diese Formel 148t auf das Vorliegen eines aus 9 Isopren- 
resten zusammengesetzten KW-Stoffes schlieBen. Der Bromgehalt 
errechnet sich aus der Formel C,H, -16Br zu 67,5°/,. Bei der 
Analyse findet man etwa 67—68°/, Br. Die Jodzahl errechnet 
sich zu 330. Dementsprechend fanden Channon, Devine und 
Loach (a. a. O.) bei ihrem KW-Stoff eine Jodzahl von 333. 

Neben dem auf diese Weise nachgewiesenen stark ungesiittigten KW- 
Stoff finden sich in der menschlichen Leber offenbar noch gesiittigte KW- 
Stoffe. Es sei hier angefiihrt, da8 auch Birger und Plétner”), allerdings 
mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse, im Unverseifbaren 
der menschlichen Leber unter anderem auch einen festen, gut krystallisie- 
renden KW-Stoff mit der Elementarzusammensetzung 85,43°/, C und 13,4°/, H 
fanden. 

Die Mengenverhiltnisse der das Unverseifbare zusammensetzen- 
den Stoffe sind allerdings sehr schwankend. Neben Fallen, in denen 
das Cholesterin weniger als 20°/, des Gesamtunverseifbaren ausmacht, 
kommen auch solche vor, in denen fast das ganze Unverseifbare aus 
Cholesterin besteht. So fanden Schénheimer, Behring und 
Hummel?) im Unverseifbaren der menschlichen Leber 72,4°, 
Cholesterin, davon 1,6—1,8°/, gesittigte Sterine. Auch ich konnte 
einmal den auffallend hohen Wert von 71,8°/, (Tabelle) Cholesterin 
im Unverseifbaren finden. Diese auffallenden Schwankungen des 
Cholesteringehaltes sind jedoch nur scheinbare. Bezieht man den 
Cholesterinwert auf die feuchte Leber, so ergeben sich wesent- 
lich kleinere individuelle Schwankungen. Der Cholesteringehalt 
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des Organes ist also relativ konstant. Das Inkonstante ist der 
Gehalt an den im Restunverseifbaren enthaltenen Stoffen. 


Auffallend ist, daB die Jodzahl des R.U. um so héher ist, 
je weniger R.U. tiberhaupt vorhanden ist. Der gleiche Befund 
l4Bt sich iibrigens auch bei der Untersuchung des R.U. im Serum 
feststellen. Daraus gebt hervor, daB die Schwankungen in der 
Menge des Unverseifbaren im Serum als auch in der Leber vor 
allem durch gesattigte Substanzen zustande kommen, wihrend die 


ungesattigten Substanzen auf einen relativ konstanten Spiegel 
eingestellt sind. 


Als weiterer Befund ergab sich ferner, daB das Unverseifbare 
des Leberfettes erwachsener Menschen stirker ungesittigt ist als 
das Unverseifbare aus fetalen Lebern (vgl. Tabelle). Ich fand 
fir die Jodzahl einen Durchschnittswert von 108 gegentiber 90 
fiir das Unverseifbare der Leber des Fetus. Dieser Befund hat 
inzwischen durch die Auffindung des stark ungesattigten K W-Stoffs, 
der in nachweisbaren Mengen nur in der Leber von Erwachsenen 
vorkommt, seine Aufklirung gefunden. 


Die auffallend hohe Jodzahl des Restunverseit baren veranlaBte schon 
Lustig und Mandler®) das Unverseifbare der menschlichen Leber auf 
Squalen zu untersuchen. Als Jodzahl geben sie fiir das Gesamtunverseif- 
bare Werte von 127 bzw. 153, fiir das Restunverseifbare errechnete Werte 
von 211 bzw. 214 an. Aus dem Unverseifbaren isolierten sie in der iib- 
lichen Weise das Hydrochlorid des KW-Stoffs. Die dabei erhaltenen Werte 
fiir das gewonnene Hydrochlorid stimmen aber mit der Zusammensetzung 
des Squalenhexabydrochlorids nicht iiberein und zeigen auch untereinander 
sehr groBe Differenzen (28,1 bzw. 35,3°/, Cl statt 33,83°/, fiir Squalenhexa- 
hydrochlorid). Dies liegt offenbar auch daran, daB das Hydrochlorid aus 
dem Gesamtunverseifbaren gefallt worden war. Bei der Isolierung des 
squalenartigen KW-Stoffs fiillte ich daher das Hydrochlorid, um reinere 
Priparate zu erhalten nicht aus dem Gesamtunverseifbaren, sondern grund- 
siitzlich immer nur aus dem R.U. aus. Sterine geben unter den gleichen 
Bedingungen braungefirbte harzartige Massen, die die Reinigung des kry- 
stallinischen Hydrochlorids des KW-Stoffs erschweren. Die auf diese Weise 
erhaltenen Priparate zeigten niemals Chlorwerte iiber 31,5°/,. Auch konnte 
ich in allen chlorierten Reaktionsprodukten die charakteristischen Hexahydro- 
chloridkrystalle des Squalens niemals beobachten. Bei dem Versuch, die 
gewonnene Substanz durch Krystallisation zu fraktionieren, zeigten siimtliche 


erhaltenen Fraktionen analoge Analysenwerte. 

Es handelt sich hier somit um eine einheitliche Substanz, 
die in ihrem Chlorgehalt und dem Aussehen ihrer Krystalle mit 
dem Hydrochlorid des Squalens nicht iibereinstimmt. Aus diesem 
Befund ergibt sich mit Sicherheit die Abwesenheit von Squa- 
len in den Lebern erwachsener Menschen, Zu dem gleichen 


. 
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Ergebnis kam ich auch bei der Untersuchung des Hydrochlorids 
aus dem Restunverseifbaren der Siugetiere. 


2. Rinderleber 


1 kg Rinderleber wurde in gleicher Weise, wie in dem vor- 
hergehenden Abschnitt beschrieben, verarbeitet. Hierbei wurden 
3,07g Unverseifbares mit 49,2°/, Cholesterin erhalten. Es be- 
steht also etwa die Halfte des Unverseifbaren aus noch unbekannten 
Alkoholen und KW-Stoffen. Auch bei der Untersuchung anderer 
Rinderlebern wurden ihnliche Werte fiir das Cholesterin (55 und 

66°/,) erhalten. 

2,5g¢ Unverseitbares wurden mit Digitonin gefallt und das 
R.U. in der schon beschriebenen Weise isoliert. Die abgekiihlte 
atherische Lésung des R.U. wurde dann mit HCl-Gas gesittigt. 
Ks fiel ein weiBer krystalliner Niederschlag aus, der sich im Aus- 
sehen deutlich von den typischen Krystallen des Squalenhexa- 
hydrochlorids unterschied und in seinem Verhalten vollkommen 
analoge EKigenschaften wie das aus menschlicher Leber isolierbare 
Hydrochlorid des KW-Stoffs zeigte. 


0,1155, 0,1702¢ Subst.: 0,14386, 0,21357¢ 
Gef. Cl 30,81, 31,04. 


Die Analysen stimmen mit dem bei der menschlichen Leber 
erhaltenen K W-Stoffi—Hydrochlorid iiberein. Auch Channon und 
Marrian sowie Thannhauser und Fromm (a. a. O.) haben iiber 
iibereinstimmende Befunde in der Leber des Rindes berichtet. 

Kin weiterer Anteil des Unverseifbaren wurde auf Dihydro- 
cholesterin untersucht. In Ubereinstimmung mit Freytag und 
Smith*) wurde mit dem von Schénheimer*) angegebenen Ver- 
fahren Dihydrocholesterin nachgewiesen, und zwar in einer Menge 
von etwa 2°/, der Gesamtsterine. Auch Ergosterin [gepriift mit 
Hilfe der Farbreaktionen*?)] war deutlich nachweisbar. Ahnliche 
Befunde wurden auch in der Leber von Mensch, Pferd und Schwein 
erhalten. Auffallend ist der starke Ausfall der SbCl,-Reaktion ; 
die untersuchten Rinderlebern enthielten bedeutend gréBere Men- 
gen von Vitamin A als die Lebern von Pferd, Schwein und Mensch. 

Zur Trennung der KW-Stoffe von den Alkoholen und zwecks Scheidung 
der KW-Stoffe voneinander habe ich das Restunverseif bare einer fraktionierten 
Hochvakuumdestillation bei 1—2 mm Druck unterworfen. Zur Darstellung 
gréBerer Mengen von Unverseifbarem iinderte ich die Darstellungsweise 


dahin ab, daB die zerkleinerten Rinderlebern direkt am Wasserbad unter 
Stickstoffdurchleiten mit Lauge hydrolysiert wurden. Die Hydrolyse des 
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Lebergewebes mit 2°/,iger Natronlauge geht ohne jede Schwierigkeit vor 
sich. Aus der alkalischen Lisung wurde nun das Nichtverseifte direkt mit 
Ather ausgeschiittelt. Das Ausschiitteln bereitet hier Schwierigkeiten infolge 
Emulsionsbildungen. Langes Stehen im Kiihlen, Zusatz von Kochsalz und 
nicht zu kriiftiges Schiitteln kann die laistigen Emulsionen teilweise verhindern. 
Da bei diesem alkalischen Aufschlu8 vor allem die Cholesterinester kaum 
angegriffen werden, miissen die extrahierten Substanzen einer nochmaligen 
mehrstiindigen Verseifung mit alkoholischer Lauge unterworfen werden. Aus 
dem so erhaltenen Unverseifbaren (téigige, fettiihnliche Massen mit nicht 
unangenehmem Geruch) wurde durch Krystallisation aus Alkohol die Haupt- 
menge des Cholesterins abgetrennt. Aus der alkoholischen Lésung des nun cho- 
lesterinarmen Unverseifbaren wurde nach Entfernung der letzten Cholesterin- 
reste mit Digitonin das 6lige, zur Destillation benétigte Restunverseif bare 
gewonnen. Bei der Destillation erfolgte jedoch selbst im Hochvakuum eine 
weitgehende Zersetzung**), vor allem der ungesiittigten KW-Stoffe. Die Ver- 
suche, auf diesem Wege die KW-Stoffe der Rinderleber zu charakterisieren, 
wurden daher als ergebnislos abgebrochen. 

Ich versuchte nun den im R.U. befindlichen ungesiittigten Kérper mit 
Wasserstoff zu reduzieren, um dann den gesiittigten langkettigen KW-Stoff, 
der ja einen hohen Schmelzpunkt haben miiBte, leicht abtrennen und iden- 
tifizieren zu kénnen. Weder durch katalytische Hydrierung mit Ni oder Pt, 
noch durch Druck bei héheren Temperaturen gelang es, den ungesiittigten 
KW-Stoff ohne jegliche Zersetzung zu sittigen. Da8 sich die unverseif baren 
Anteile von Leberfetten resistent gegen Wasserstoff verhalten, konnten auch 
Drummond und Baker*®) am Unverseifbaren von Lebertran znd Schaf- 
leberfett zeigen. 


3. Pferdeleber 


1 kg Pferdeleber gab analog 4,988g Unverseifbares mit 
63,1°/, Cholesterin. Auffallend klein war der Gehalt an freiem 
Cholesterin; so fand ich ihn zu 0,03°/, in der frischen Pferde- 
leber. Der Hauptteil des Cholesterins liegt in der Form seiner 
Fettsaureester vor. Im ibrigen iiberwiegt auch in der Rinder- 
leber*4) das Estercholesterin tiber das freie Cholesterin, ein Be- 
fund, den auch ich bei meinen Untersuchungen bestiitigen konnte. 
In ahnlicher Weise, wie oben beschrieben, wurde auch hier das 
R.U. mit HCl-Gas behandelt. Auch die Pferdeleber enthielt den 
gleichen als Hydrochlorid faillbaren KW-Stoff. Die Analyse des 
Hydrochlorids ergab: 


0,1997, 0,1521g Subst.: 0,25253, 0,19117g AgCl. 
Gef. Cl 31,28, 31,09. 


4. Schweineleber 


1 kg Schweineleber gab 6,943 ¢ Unverseif bares mit 49 0), 
Cholesterin. Nach Entfernung des Cholesterins mit Digitonin 
wurde das R.U. mit Essigsiureanhydrid in einer Stickstoffatmo- 
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sphiire acetyliert und die auf der Acetylierungsmasse schwimmende 
dlige KW-Stoffschicht abgehoben. Diese rohen KW-Stoffe wogen 
0,8g. Hierauf wurde in die utherische Lésung dieser K W-Stoffe 
in der itblichen Weise trocknes HCl-Gas eingeleitet und das 
ausgefallene Hydrochlorid abgetrennt. Das gereinigte Hydrochlorid 
wurde analysiert und ergab analoge Werte wie bei dem aus 
Menschen-, Rinder- und Pferdeleber isolierten K W-Stoff. 
0,2211, 0,2007g Subst.: 0,2752, 0,25064g AgCl. 
Gef. Cl 30,79, 30,89. 


Aus der Menge des Hydrochlorids unter Zugrundelegung der. 


oben angefiihrten Formel C,,H,,-8HCl errechnet sich etwa 
0,35¢ stark ungesittigter KW-Stoff. Die Hauptmenge des R.U. 
besteht somit nicht aus diesem squalenartigen K W-Stoff, sondern 
wie die Acetylierung ergab, aus Alkoholen. Die Menge der Al- 
kohole kann auf etwa 90°/, des Unverseifbaren geschitzt werden. 

Bemerkenswert ist die cremegelbe Farbe des Unverseifbaren 
der Schweineleber, wihrend das Unverseifbare aus Menschen-, 
Rinder- und Pferdeleberfett eine orangerote Farbe hat. In Uber- 
einstimmung damit steht, da8 von einigen Autoren*5) nur ein 
minimaler Lipochrom- bzw. Carotingehalt gefunden wurde. Pal- 


mer*®) yerneint geradezu das Vorkommen von Carotin in der 
Schweineleber. 


Hier sei auf eine Mitteilung von Frinkel und Léhr*’) verwiesen. 
Die genannten Forscher konnten zum ersten Male aus dem cholesterinfreien 
Unverseifbaren der Schweineleber ein hellgelbes, sauer reagierendes Ol 
isolieren, das schon in kleinen Mengen die Cholestolreaktionen gab. Ob es 
sich hier um eine einheitliche Substanz oder um ein Gemisch handelt, 


konnte bis jetzt noch nicht festgestellt werden. Jedenfalls handelt es sich 
nicht um eines der bisher bekannten Sterine. 


5. Das Restunverseifbare der Galle 


Bemerkenswert ist, daB der stark ungesittigte KW-Stoff von 
der Leber zih festgehalten wird. Wie schon oben erwdhnt, geht 
er in das Blut nicht tiber, und auch in der Galle konnte ich in 
Ubereinstimmung mit Thannhauser und Fromm (a. a. 0.) den 
fraglichen KW-Stoft niemals finden. 


Wegen der leichten Zugiinglichkeit habe ich vor allem die Rinder- 
galle zur Isolierung des R.U. herangezogen. Der Gallenblaseninhalt meh- 
rerer Rinder wurde vereinigt und mit Atznatron bis zu einer Konzentration 
von 2°/, versetzt. Die Hydrolyse unter Stickstoffdurchleiten ging im Wasserbad 
ohne Schwierigkeit vor sich. Der Atherextrakt des Hydrolysates wurde mit 
alkoholischer Lauge verseift. Aus 5 Liter Galle wurden so 2,95 g Unverseif bares 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 20 


te 
2 
“4 


802 Adolf Dimter, 


als teigige Masse in gelbrotem Ol erhalten. Aus dem Unverseifbaren wurde 
durch Krystallisation die Hauptmenge des Cholesterins entfernt und der 
Cholesterinrest mit Digitonin gefallt. 67°/, des Unverseif baren bestanden aus 
Cholesterin. Aus dem Filtrat der Digitoninfillung wurde nach Entfernung 
des iiberschiissigen Digitonins 0,7g cholesterinfreies Unverseifbares als ein 
gelbrotes, dickes Ol gewonnen. Bei der Liebermann-Burchard-Reaktion 
wurde nur ein braunroter bis schmutziggriinbrauner Farbton erhalten. Im R.U. 
wurde in der iiblichen Weise auf stark ungesittigte KW-Stoffe vom Squalen- 
typus gepriift. Eine krystalline charakteristische Fillung trat nicht ein. 

Im Unverseifbaren der Leberfette erwachsener Menschen 
und Saugetiere finden sich also neben Cholesterin bedeutende 
Mengen anderer Stoffe, die sich iiberwiegend aus Alkoholen 
und KW-Stoffen zusammensetzen. Die KW-Stoffe wiederum be- 
stehen aus einem Gemisch eines stark ungesittigten squalen- 
artigen KW-Stoffs mit gesittigten und schwach ungesattigten 
[wahrscheinlich eine Doppelbindung?*)] KW-Stoffen. Auffallend 
ist, daB sich der merkwiirdige squalenartige KW-Stoff in an- 
derem biologischen Material nicht zu finden scheint. Zu- 
mindest habe ich bei der Untersuchung des Unverseifbaren des 
Ovarialdermoidcystenfettes und des R.U. der Galle diese Substanz 
nicht nachweisen kénnen. Aber auch im Serum und im Depot- 
fett findet sich dieser KW-Stoff nicht vor. Wir méchten daher 
fiir diesen Stoff den Namen Hepen vorschlagen. Das Hepen 
laBt sich aus der atherischen Lésung des ,,R.U.“ der Siugetier- 
leberfette mit HCl-Gas als Hydrochlorid leicht darstellen. 

Das Unverseifbare der Lebern war auch reich an Vitamin A 


(SbCl,-Reaktion!) und Carotin. Immer findet man kleine Mengen 


Dihydrocholesterin. Das R.U. der Saugetierlebern macht etwa 
0,1—0,5°/, der frischen, feuchten Lebern aus. Die Versuche, im 
R.U. des Siugetierleberfettes auBer Hepen, das sich mit HCl-Gas 
oder Brom leicht abtrennen labt, weitere einheitliche Substanzen 


zu isolieren, fiihrten wegen der gleichen Léslichkeit in allen Lé- 


sungsmitteln und der geringen Neigung zur Krystallisation zu 
keinem Resultat. 


B. Das Unverseifbare der Saugetierleber vom Fetus 
1. Menschliche Embryonalleber 


Das Unverseifbare des Embryonalleberfettes unterscheidet 
sich schon im Aussehen von dem Unverseifbaren der Leberfette 
spiterer Lebensalter. Es zeigt einen geringen Lipochromgehalt 
und ist dementsprechend meist hellgelb bis goldgelb gefarbt. In 
Ubereinstimmung damit fanden Breusch und Scalabrino*®) bei 
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Neugeborenen die Hialfte bis '/, des Leberlipochromgehaltes von 
Erwachsenen. Das Unverseifbare des Leberfettes Erwachsener 


ist stets orangerot gefarbt, der Lipochromgehalt nimmt mit dem 
Alter zu*®), 


Damit ist wohl auch in Zusammenhang zu bringen, da8 Wendt") 
in fetalen menschlichen Lebern kein Carotin finden konnte, wihrend das 
Leberfett Erwachsener reichlich Carotine neben Vitamin A enthilt. Die 
Placenta li8t somit unzersetzte Carotine nur zum Teil hindurch, und dem- 
entsprechend sind auch im menschlichen Nabelschnurblut nur geringe 
Mengen Carotin nachweisbar. Gaehtgens') fand dementsprechend in 
Nabelschnurblut Carotinwerte, die um 27 Gammaprozent schwankten, so 
da8 Carotin in geringen Mengen in den Blutkreiz'auf des Fetus iibertritt. 
Zu iihnlichen Ergebnissen konnte auch ich durch rein qualitative Befunde 
kommen. Auch in der fetalen Leber fand Gachtgens nur geringe Carotin- 


mengen (2—35 Gammaprozent). 

Die Konsistenz des Unverseifbaren des fetalen Leberfettes 
ist dickfliissig bis talgartig. Der Geruch ist eher widerlich, nicht 
aromatisch und ziemlich intensiv, und unterscheidet sich somit 
nicht vom Geruch des Unverseifbaren des Leberfettes Erwachsener. 

Fiir meine eigenen Untersuchungen wurden jeweils die ge- 
samten Lebern von Embryonen aus versceniedenen Entwickluaogs- 
stadien verarbeitet. Zum Vergleich wurden die gleichen Gewichts- 
mengen von normalen Lebern Erwachscner parallel untersucht. 
Die Lebern wurden zu Brei zerrieben, zunichst mehrmals mit 
Aceton bei Zimmertemperatur, hierauf erschépfend mit Ather im 
Soxhlet extrahiert*), Von den Ausziigen wurde das Lésungsmittel 
im Kohlensiurestrom abdestilliert, die Riickstande wurden mit 
trocknem Ather aufgenommen, Von dem ungelésten Teil wurde 
abfiltriert und das in wasserfreiem Ather leicht lésliche Leberfett 
mit Natriumalkoholat kalt verseift. Die Isolierung des Unverseif- 


*) Was das Extraktionsvermégen des Athers aus den mit Aceton ent- 
wisserten und gemahlenen Lebern anbelangt, so werden in 2 Tagen Extrak- 
tionsdauer im Soxhletapparat das Cholesterin und seine Ester jedenfalls 
vollkommen extrahiert. Wird anschliefend das Material noch mit Alkohol— 
Ather extrahiert, so erhailt man im geringcn Extraktionsriickstand nur noch 
minimale Mengen Cholesterinester [L.B.R. (Liebermann Burchard-Reak- 
tion)]. Mit Digitonin erfolgt keine Fillung mehr. Wird dann das ausgezogene 
Leberpulver mit stirkerer Natronlauge mehrere Stunde; am Wasserbad zer- 
kocht und anschlieBend das Hydrolysat wieder mit Ather extrahiert, so gibt 
der Atherriickstand gerade noch eine wahrnehmbare Fallung mit Digitonin; 
auch die Liebermann-Burchardsche Reaktion zeigt nur noch kleine 
Mengen Cholesterin an. Im Gegensatz dazu gelingt es beim Serum nie, 


mit Ather allein eine auch nur arnihernd quantitative Extraktion zu er- 
reichen. 
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baren geschah in der tiblichen Weise. Nach Trocknung im Vakuum 
und Wagung des Unverseifbaren wurde in einem aliquoten Anteil 
der alkoholischen Lisung das Cholesterin mittels der Digitonin- 
methode bestimmt. Im Rest'des Unverseifbaren wurde die Jodzahl 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle zusammengefaBt. 

Das fetale Leberfett zeigt innerhalb der groBen individuellen 
Schwankungen eine dhnliche Zusammensetzung wie das Leberfett 
Erwachsener. Im Durchschnitt findet man in fetalen Lebern etwa 
25°/, weniger Unverseifbares, dagegen ist der Cholesterinwert 
im Mittel etwas héher und dementsprechend das R.U. kleiner. 
Im gleichen Sinne ist auch die Jodzahl des Unverseifbaren der 
Leber von Erwachsenen hoéher; das wiirde also bedeuten, daB der 
ungesiittigte Charakter von den fetalen zu den erwachsenen Lebern 
zunimmt. Auffallend ist, daB wihrend des fetalen Lebens selbst 
die Menge des Unverseifbaren deutlich abnimmt und erst im 
extrauterinen Leben, offenbar durch Zufuhr von Unverseifbarem 
von aufen her, wieder zunimmt. Die Jodzahl des Unverseifbaren 
ist sowohl beim Leberfett des Fetus, als auch bei dem des Er- 
wachsenen relativ hoch, héher als dem gefundenen Cholesterin- 
gehalt entspricht. Es miissen somit auBer Cholesterin noch andere 
ungesattigte Kérper vorkommen. 

Da die Menge des R.U. einzelner fetaler Lebern zum Nach- 
weis stark ungesittigter KW-Stoffe viel zu gering ist und sich 
allein aus den angefiihrten Werten keine eindeutigen Riickschliisse 
auf eine Umwandlung Cholesterin -> ungesittigte KW-Stoffe vom 
fetalen zum erwachsenen Zustand ergaben, habe ich aus mehreren 
Lebern vom Fetus des Menschen, ferner aus fetalen Rinder- und 
Pferdelebern eine gré8ere Menge Unverseifbares bzw. R.U. dar- 
gestellt. 

12 Embryonallebern vom Menschen im Gesamtgewicht von 182 g 
wurden mit reinem Aceton iibergossen und wihrend lingerer Zeit unter 
wiederholtem Umriihren vom Wasser befreit. Hierauf wurde das Aceton 
abgegossen und im Vakuum eingedampft. Es sei hier bemerkt, daB die 
Temperatur von 40° bei allen diesen Untersuchungen niemals iiberschritten 
wurde, Die mit Aceton extrahierten und entwiisserten Lebern wurden ge- 
mahlen und mit Alkohol und anschlieBend mit Ather im Soxhlet extrahiert. 
Die alkoholischen und iitherischen Ausziige wurden im gleichen Kolben im 
Vakuum eingedampft und so mit dem Acetonextrakt vereinigt. Nun wurde 
mit iiber Natrium getrocknetem Ather aufgenommen und vom Unliéslichen 
getrennt. Das Unlésliche wog 1,125 g und stellte einen dunkelbraunen, 
klebrigen Riickstand dar. Die extrahierten und getrockneten Leberriickstiinde 


wogen 28,2 g. Auffallend war die starke griine Fluorescenz, die die iithe- 
rische als auch die petrolitherische Lisung des Fetenleberfettes zeigte. 
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Das Fett, in wasserfreiem Ather gelést, wurde in einer gut verschlossenen 


Flasche im Dunkeln aufbewahrt. Nach einiger Zeit hatte sich ein leichter 
Niederschlag gebildet. Vom Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat 
im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand wieder mit wasser- 
freiem Ather aufgenommen. Nach Abtrennen des Ungelésten wurde die 
itherische Lésung wieder eingedampft usw., bis der Riickstand, abgesehen 
von einer geringen Triibung, leicht in wasterfréiem Ather sich liste. Hier- 
auf wurde der Riickstand mit leicht siedendem, mehrmals gereinigtem und 
destilliertem Petrolither aufgenommen (starke Fluorescenz der Lésung!). 
Nach Stehen iiber Nacht hatte sich das in Petroliither Unldsliche als 
schmierige Schicht fest am Boden abgesetzt. Der dunkelbraune schmierige 
Riickstand, der auch in Ather und dihnlichen Solventien unléslich war, wurde 
in Wasser gelést. Die wiBrige Lésung wurde in einer gewogenen Schale 
eingedampft, getrocknet und gewogen: 1,198 g. Dieser Riickstand wurde 
hierauf mit warmem Alkohol behandelt. 

In Alkohol léslicher Anteil. Nach Erkalten wurde mit der 4fachen 
Menge Aceton gefillt, der Niederschlag wurde abzentrifugiert und ge- 
waschen. Er gab mit konzentrierter Schwefelsiiure eine Rotfiirbung, die 
Molischsche Reaktion als auch die Orecin—HCl-Reaktion waren positiv, 
das Hydrolysat reduzierte Fehling. Damit ist der Nachweis von Cerebrosiden 
in den Fetenlebern erbracht. 

In warmem Alkohol unléslicher Anteil. Die Reaktionen mit 
konzentrierter H,SO,, die Reaktion nach Molisech und Frinkel-Linnert 
fielen ebenfalls positiv aus. Das Hydrolysat reduzierte Fehling nur schwach. 
Daher sind auch in diesem Anteil kleine Mengen von Cerebrosiden ent- 
halten. 

Das in wasserfreiem Ather und Petrolither leicht lésliche Leberfett 
wog 7,2812 g. Es war von dickfliissiger Konsistenz und dunkelbrauner Farbe. 
Es zeigte noch den typischen Lebergeruch. Der Fettgehalt der fetalen 
menschlichen Leber betrigt demnach im Durchschnitt 4°/, bzw. 19,3°/, 
bezogen auf das Trockengewicht. Das gereinigte Fett wurde mit Natrium- 
alkoholat kalt verseift. In die aitherische Lésung muB das Alkoholat unter 
kriftigem Schiitteln tropfenweise eingebracht werden. Die ausgefallenen 
braungefirbten Seifen wurden in Wasser gelést und mit Ather ausgeschiittelt. 
Die Seifen schlieBen Unverseifbares und noch nicht verseiftes Fett ein. 
Der isolierte erste Atherextrakt mu8 deshalb ein zweites Mal verseift werden. 
Die itherischen Lésungen wurden mit Wasser gewaschen, mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockne gebracht. 
Das reine Unverseifbare war fest, cremefarbig und wog 0,5905 g, das sind 
8,1°/, des Fettes. Es unterscheidet sich also in Farbe und Konsistenz yom 
Unverseifbaren des Erwachsenen, das deutlich dunkler gefirbt ist und eine 
teigige Konsistenz zeigt. Der Unterschied in der Konsistenz diirfte in dem 
groBen Cholesteringehalt im Unverseifbaren des fetalen Leberfettes be- 
griindet sein. Das Unverseifbare wurde in alkoholischer Lésung mit Digi- 
tonin gefallt und so 1,5433 g Cholesterindigitonid erhalten, was 0,3752 ¢ 
Cholesterin, das sind 63,5°/, des Unverseifbaren bzw. 5,15°/, des Fettes 
entspricht. 

Das Filtrat von der Digitoninfillung wurde im Vakuum eingedampft, 
der Riickstand mit Ather extrahiert und die dtherische Lésung mit wenig 
Wasser digitoninfrei gewaschen. Nach Abdunsten des Athers verblieben 
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0,1640 g R.U. (errechnet 0,2153 g). Das Unverseifbare besteht demnach aus 

o/, Cholesterin und 36,5°/, R.U. Das R.U. ist eine gelbliche ziihe Masse. 
Die Liebermann-Burchardsche Reaktion geht iiber Briunlichgriin in 
intensiv Smaragdgriin iiber, eine auffallende Fluorescenz wurde hierbei nicht 
beobachtet. 

In die atherische Lésung des cholesterinfreten Unverseifbaren wurde 
unter Abkiithlen auf —5° trocknes HCl-Gas eingeleitet. Nach einiger Zeit 
trat Dunkelfarbung auf, und es fiel eine sehr geringe Menge eines weiBen 
Niederschlages aus. Nach Zentrifugieren und einmaligem Waschen mit Ather 
zeigte das mikroskopische Bild auBer wenigen Ammonchloridkrystallen 
amorphe, schmutzige Flocken, jedoch keine typischen Krystalle vom Aus- 
sehen des Squalenhexahydrochlorids. Die mit HCl-Gas gesiittigte itherische 
Liésung wurde eingedampft. Der Riickstand wurde in heiBem Aceton ge- 
lést und in der Kilte stehen gelassen. Es fiel eine flockige, amorphe. Sub- 
stanz, jedoch keinerlei krystalline Fallung aus. Nach Eindampfen zur Trockne 
ist der Riickstand nur noch zum Teil in Ather léslich. Der gréB8te Teil ‘ist 
verharzt und in Ather vollkommen unléslich geworden. 


Aus der iitherischen Liésung des R.U. konnte ich somit mit 
HCl-Gas weder das Hydrochlorid des Squalens selbst, noch das 
schon beschriebene Hydrochlorid des in der Leber Erwachsener 
vorkommenden K W-Stoffs ,,Hepen“ darstellen. Wahrscheinlich ist 
dieser stark ungesattigte KW-Stoff nur in so geringer Menge vor- 
handen (die Dunkelfirbung deutet auf seine Anwesenheit hin), 
daB er sich ohne vorherige weitere Anreicherung als Hydrochlorid 
nicht isolieren liBt. Auf das Vorkommen starker ungesittigter 
Verbindungen deutet jedoch die Jodzahl = 109 des R.U. des 
fetalen Leberfettes hin. 


Auch hier sieht man wieder, daB sich aus den fetalen mensch- 
lichen Lebern prozentuell wesentlich weniger Unverseifbares (324 
bzw. 686 mg-°/, gegeniiber 793 bzw. 864 mg-°/, bezogen auf die 
feuchte Leber) isolieren liBt als aus Lebern Erwachsener. Anderer- 
seits liegt der Cholesteringehalt mit 63,5°/, im Unverseifbaren des 
Fetus erheblich itiber dem Cholesterindurchschnittswert im Un- 
verseifbaren Erwachsener (25,5 bzw. 34,7°/,). 


Umgekehrt scheinen die Verhiltnisse in bezug auf die Hirnsubstanz 
zu liegen. So habe ich in zwei Untersuchungen fetaler Gehirne den 
Cholesteringehalt niedriger gefunden als beim Erwachsenen. Eine Zunahme 
des Cholesteringehaltes im extrauterinen Leben ist ja auch aus der_Literatur *°) 
bekannt. 

Das Uberwiegen des Cholesterins ist bei rasch wachsenden Geweben 
scheinbar ein allgemeiner Befund. Es ist in diesem Zusammenhang inter- 
essant, daB bésartige Geschwiilste eine Erhéhung des Gesamtcholesterin- 
wertes zeigen. So zeigen die Untersuchungen von Biirger und Plétner*), 
da8 die Lipoide von Krebsmetastasen in der Leber mehr Unverseif bares 
enthalten als das benachbarte Lebergewebe. Der Cholesteringehalt der 


2. 
— 
the 
: 
| 
' 
t 
{ 
5 
poe 


SOS Adolf Dimter, 


Lapaude des Krebsgewebes ist fast doppelt so groB als derjenige des gesunden 
Ledergewebes, Untersuchungen anderer Autoren *’) ergaben gleichfalls eine 
Vermehrang des Cholesterins bei Lebercarcinom. Qualitativ besteht nach 
der chromatographisehen Adsorptionsanalyse kein wesentlicher Unterschied 
a der Zasammenseteung der R.U.-Substanzen zwischen Leber und Krebs- 
gewede. Lustig und Mandler*) betonen bei Carcinomleber neben der 
Vermehrang des Cholesterins mit gleichzeitigem Ansteigen des Unverseif- 
Daren eime Erniedrigung der Jodzahl des R.U. 


Die Leber der Erwachsenen zeigt zwar einen erhéhten Gehalt 
an Uuverseifbarem, darin jedoch im Durchschnitt weniger Chole- 
sterin, Die Zunahme des Gesamtunverseifbaren beruht somit auf 
emer Vermehrung des Nichtcholesterinanteiles, im wesentlichen 

ut dem Vorhandensein des Hepens. Denn das Hepen kommt in 
der fetalen Leber nicht oder nur in geringer Menge vor. Hin- 
gegen enthalt das R.U. aus der Leber von erwachsenen Menschen 
den AW-Stotf Hepen immerhin in leicht nachweisbaren 
Mengen. 

asammenfassend ergeben die Analysen folgende Ubersicht 
iber die Zusammensetzung des Unverseifbaren des menschlichen 
Lebertettes: 


Unverseif bares Feuchte Leber 
Memehliche Leber Chojesterin| ,,R.U."_ | Cholesterin| _,,R.U." 
a 43,4 56,6 0,260 0,426 
63,5 36,5 0,206 0,118 
: 34,7 65,3 0,246 0,617 
Erwachsener 25,5 74.5 0,202 0.591 


Fetale Pferdeleber 


Ime 336 g schwere Leber eines etwa 4 Monate alten Pferde- 
fetus — wie oben beschrieben, auf Fett verarbeitet. Es 
urden 14,92 g, das sind 4,4°/, der ‘frischen Leber bzw. 20,5°/, 
der Wedmieiatanis in wasserfreiem Ather leicht lésliches Fett 
gewonnen. Bei der Aufarbeitung fiel 4,633 g schmieriger Substanz 
an. die in Ather unldslich war. Die mit Aceton, Alkohol und 
ther extrahierten Riickstiinde der fetalen Pferdeleber wogen 
lafttrocken 53,2 g. Nach der Verseifung mit Natriumalkoholat 
die zunachst ausfallenden Seifen waren braungefairbt) wurden 
1.647% g Unverseifbares isoliert. Das Unverseifbare ist eine feste, 
gelv.ich gefarbte Masse, aus der Cholesterin auskrystallisiert. Der 
Gerach ist eigentiimlich scharf. Das Unverseifbare macht 11,05°/, 
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des Fettes aus. Die Digitoninfillung ergab im Unverseifbaren 
82,5°/, Cholesterin. Das R.U. (0,2888 g, errechnet 0,2881 g) war 
ein braunes, zihfliissiges Ol von schwachem Geruch. Bei der 
Liebermannschen Cholestolreaktion ging der Farbton iber 
Rétlichbraun-Braungriin in ein Olivgriin iiber (starke Fluorescenz!). 
Der Rest wurde mit Salzsiuregas in Atherischer Lésung 3 Stunden 
lang bei — 5° behandelt. Die Lésung farbte sich allmahlich 
braun. Dann wurde bei 0° zentrifugiert. Der geringe flockige 
Niederschlag wurde gewaschen und aus Aceton umkrystallisiert. 
Die Menge betrug nur 1,5 mg, der Mikroschmelzpunkt: 126° Die 
mit Salzsiuregas behandelte atherische Lésung wurde im Vakuum 
vom HCl-Gas befreit und acetyliert. Es lieB sich scheinbar alles 
acetylieren. Demnach besteht das R.U. der Pferdeembryonal- 
leber vorwiegend aus Alkoholen. Das R.U. mit der Jodzahl 31 
(101 mg Substanz: 2,455 com n/10) 148+ erkennen, daB stark un- 


gesittigte Kérper héchstens in geringer Konzentration vorkommen 
kénnen. 


Aus den Seifen wurden die Fettsiuren durch Zerlegen mit verdiinnter 
Schwefelsiure dargestellt und die Jodzahl mit 30,5 (62,5 mg Subst. : 1,5 cem n/10) 
bestimmt. Mit dem bei der Gewinnung der Fettsiuren durch Verharzung 
erfolgenden Verlust des stark ungesiittigten Anteils ist die auffallend kleine 
Jodzahl des isolierten Fettsiurerestes in Zusammenhang zu bringen. 


Das Unverseifbare des Leberfettes vom Fetus des Pferdes 
besteht somit vorwiegend aus Cholesterin. Der Rest besteht im 
wesentlichen aus noch unbekannten Alkoholen, zumal die chole- 
sterinfreien nicht verseifbaren Substanzen sich fast vollstandig 
verestern lieBen. In dieser Fraktion miissen, wie auch im R.U. 
der Leberfette tiberhaupt, cholesterinihnliche Substanzen enthalten 
sein. Der Sterincharakter gibt sich vor allem durch den positiven 
Ausfall der Cholestolreaktionen zu erkennen. Man wird kaum 
fehlgehen, in diesen Kérpern Vorstufen des Cholesterins zu ver- 
muten. 

Spezielle Versuche mit synthetischen Cholesterinestern, iiber 
die spiter berichtet werden soll, haben ergeben, daB diese Ester 
in ditherischer Liésung mit Natriumalkoholat bereits in der Kalte 
quantitativ verseift werden, so daB der positive Ausfall der Farben- 
reaktion nicht auf erhalten gebliebene Cholesterinester zuriick- 
gefiihrt werden kann. 


Zusammensetzung des Unverseifbaren des Leberfettes vom 


Pferd und der Gehalt an Cholesterin und R.U. in der feuchten 
Leber: 
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Unverseif bares Feuchte Leber 
Pferdeleber  Cholesterin| ,,R.U.“ | Cholesterin| ,,R.U.“ 
in in %/, in 
Erwachsenes Tier 63,1 36,9 0,315 0,184 


3. Fetale Rinderleber 


Ahnliche Versuche wurden auch mit dem Leberfett des 
Rinderfetus durchgefiihrt. 2 Rinderfetenlebern von 561 g (eine 
zu 186 g — 5 Monate, die andere zu 375 g — 7 Monate) gaben 
15,76 g zihfliissiges, stark dunkel gefirbtes Fett. Die aitherische 
Lésung zeigte intensive griine Fluorescenz. 

Diese wird oftmals als ein Beweis fiir die Anwesenheit von Mineral- 
und Harzélen angesehen. Die Fluorescenz tritt hiufig beim Verdiinnen mit 


Ather hervor. Doch sei darauf hingewiesen, daB auch fette Ole gelegentlich 
schwach fluorescieren kénnen. 


Aus dem Leberfett konnten 1,7569 g Unverseifbares isoliert 
werden, das sind 11,14°/,. Der Fettgehalt der fetalen Lebern 
betrug 2,8 bzw. 12,7°/, bezogen auf das Trockengewicht. Das 
Unverseifbare war fest, cremefarbig und von Cholesterinkrystallen 
durchsetzt. Es zeigte den bekannten, etwas stechenden Geruch. 
Lufttrockner Extraktionsriickstand: 80 g. Beim Aufarbeiten der 
Extrakte anfallende schmierige, in trocknem Ather unlisliche 
Riickstiinde: 25,28 g. | 

Das beim Eindampfen der Extrakte iibergegangene Wasser zeigte 
intensiven Geruch und reagierte lackmussauer. Acetaldehyd und Essigsiure 


konnten nachgewiesen werden. Wie schon erwihnt, ist der Gehalt an freien 
Fettsiuren in den Leberfetten ein recht hoher. 


Die Reindarstellung dieses Fettes bereitete groBe Schwierigkeiten. 
Starkes Schiumen beim Eindampfen im Vakuum machte sich sehr unangenehm 
bemerkbar. Mehrmaliges Eindampfen und Wiederaufnehmen mit getrocknetem 
Ather waren erforderlich, ehe sich das Fett vollstiindig und ohne Triibung léste. 


Im Unverseifbaren der Rinderfetenleber wurde durch Digitonin- 
fallung 81°/, Cholesterin gefunden. Das R.U. von 0,3336 g (er- 
rechnet 0,3339) war eine braungefirbte zihe Flissigkeit, aus der 
beim Stehen nur eine geringe Menge einer wachsartigen Substanz 
ausfiel Es war leicht léslich in Ather und Benzol. Bei der 
Liebermann-Burchardschen Reaktion trat ritlichbraune, braun- 
griine-olivgriine Farbung mit starker Fluorescenz auf. Jodzahl des 
»R.U.“ 84,9 (0,0181 g Subst.: 1,21 com n/10). 
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Auch in dem R.U. des Leberfettes vom Rinderfetus lieB sich 
weder Squalen noch Hepen mit HCl-Gas in der Atherischen Liésung 
nachweisen. Es findet sich hier also das gleiche Verhalten wie 
beim Embryo des Menschen und des Pferdes, bei denen sich im 
Gegensatz zum erwachsenen Individuum das Hepen ebenfalls nicht 
nachweisen Nach Abdunsten des mit HCl-Gas gesittigten 
Athers wurde der Riickstand in Aceton unter Erwirmen gelést 
und zur Krystallisation bei 0° stehen gelassen. Der ausgefallene 
Niederschlag stellte nach weiterer Reinigung aus Aceton eine 
welBe wachsaihnliche Masse vom Schmelzp. 70° dar. Der Korper 
war halogenfrei, die Cholestolreaktionen fielen negativ aus. Viel- 
leicht handelt es sich’ um den gleichen oder Ahnlichen K W-Stoff, 


wie ihn Birger und Plétner?’) im ,,R.U.“ der menschlichen 
Leber fanden. 


3,192 mg Subst.: 9,948 mg CO,, 3,9363 mg H,O. 
Gef. C 85, H 13,8. 


Ks handelt sich somit um einen KW-Stoff. Fiir C,.H,,, 
Pentatriakontan, Schmelzp. 73—75°, das gelegentlich im Un- 
verseifbaren von Ptilanzenfetten gefunden wird, errechnen sich 
85,27°/, C und 14,73°/, H. 

Ahnlich wie beim Menschen und beim Pferd wurde die Zu- 
sammensetzung des Unverseifbaren beim fetalen Leberfett auch 
beim Rind mit dem Leberfett des erwachsenen Tieres verglichen. 
Es ergab sich ein vollkommen analoges Resuitat. Auch hier ist 


der Cholesteringehalt in der fetalen Leber weitaus gréfer. 


Unverseif bares Feuchte Leber 
Rinderleber Cholesterin Cholesterin 
in in °/, in in %/, 
81,0 19,0 0,25 0,06 
’ 49,2 50,8 0,15 0,156 
Erwachsenes Tier 54,6 45,4 0,19 0,158 


Die vergleichenden Untersuchungen verschiedener Lebern von 
Mensch und Siugetier ergaben etwa folgende Werte fiir das Ver- 


hiltnis Cholesterin zum R.U.: 


Mensch 


Rind 


Pferd 


erwachsen 
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In den fetalen Lebern lieB sich mit Hilfe der Carr- und 
Pricereaktion 4%) stets Vitamin A nachweisen. Bei orientierenden 
Vergleichsversuchen fand ich die Blaureaktion im Unverseifbaren 
des fetalen Leberfettes immer schwicher als im Unverseifbaren 
des Leberfettes Erwachsener. Dieses Ergebuis steht also in voll- 
kommener Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Wendt 
und Gaehtgens!%); iibrigens konnten beide zeigen, daB der 
Vitamin A-Gehalt beim Fetus in der zweiten Hilfte der Schwanger- 
schaft und besonders gegen Ende der Graviditit abnimmt. 


Zusammenfassung 


Es ist heute noch vollkommen unbekannt, aus welchen Vor- 
stufen der Organismus das Sterinringsystem aufbaut. Da diese 
Synthese wahrscheinlich in der Leber erfolgt, habe ich das Un- 
verseif bare des Leberfettes vom Fetus und erwachsenen Siugetier 
untersucht. Die Werte werden miteinander verglichen. Die ver- 
gleichende Untersuchung des Leberfettes von Embryonen und er- 
wachsenen Menschen, Pferden und Rindern ergab grundlegende 
Unterschiede: 


1. Zum Unterschied vom Fetalleberfett findet sich im Fett 
der Leber erwachsener Individuen regelmaBig eine erhebliche 
Menge eines KW-Stoffs, der sich in —— Hinsicht dem Squalen 
ahnlich verhilt. 


2. Das Unverseifbare des Leberfettes vom Fetus zeigt in 
fast allen Fallen einen weit héheren Cholesteringehalt. 


3. Das erwachsene Tier enthilt in der Leber einen héheren 
Lipochrom- und fast immer einen hdheren Vitamin A-Gehalt als 
der Fetus. 


Der in der Leber des erwachsenen Siugetieres gefundene 
KW-Stoff gibt analog wie das Squalen mit Salzsiuregas und Brom 
Additionsprodukte, die sich jedoch in der Elementarzusammen- 
setzung wesentlich von dem entsprechenden Squalenhexahydro- 
chlorid bzw. Squalendodekabromid unterscheiden. Die Analysen 
stimmen auf die Formel C,,H,,.8HCl bzw. C,,H,,.12Br. Der 
Stoff, fiir den der Name Hepen vorgeschlagen wird, ist nur in 
der Leber erwachsener Individuen, nicht aber in der fetalen Leber 
nachweisbar. Er scheint nach den bisherigen Untersuchungen 
ausschlieBlich in der Leber erwachsener Siugetiere vorzukommen, 
denn im Depotfett, Blut und in der Galle ist er nicht vorhanden. 
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Dagegen findet sich Squalen weder in der Leber erwachsener 
Individuen, noch in der fetalen Leber. 

Ob die Bildung dieses hochungesiattigten K W-Stoffs auf Kosten 

der ungesittigten Fettsiiure geschieht, ist noch unklar. Eine Stiitze 

efiir diese Anschauung kénnte unter anderem auch in der hohen 
Jodzahl der Leberfettsiuren, die wohl ausnahmslos héher als die 
der Depotfettsiuren liegt, gesehen werden. 

Die viel diskutierte Frage, ob Squalen die Muttersubstanz 
des Cholesterins oder zumindest ein wichtiges Zwischenglied bei 
der Cholesterinsynthese darstellt, ist nur dahin zu beantworten, 
daB das Squalen beim Saugetier fiir diese Rolle nicht in Betracht 
kommt. Hingegen kénnte die Stellung des Hepens im Lipoid- 
stoffwechsel dahin gedeutet werden, daB das Hepen beim Er- 
wachsenen eine Zwischensubstanz der Cholesterinbildung darstellt. 
Diese Rolle kime dann nur der Leber wihrend des extrauterinen 
Lebens zu, da sich ja in der embryonalen Leber das Hepen 
nicht findet. 

Die Stellung des Hepens im Lipoidstoffwechsel kann in ver- 
schiedener Weise gedeutet werden. Das Hepen kénnte, wie bereits 
erwihnt, eine Zwischensubstanz bei der Cholesterinsynthese dar- 
stellen. Dann mii8Bte angenommen werden, daB die Sterinbildung 
iiber das Hepen fiir den fetalen Organismus weitgehend von der 
Mutter oder von der Placenta iibernommen wird. Andererseits 
besteht die Méglichkeit, daB das Hepen unabhingig vom Cholesterin- 
stoffwechsel aus ungesiittigten Fettsiuren und vorwiegend nur 
wihrend des extrauterinen Lebens gebildet wird. SchlieBlich 
kénnte es sich auch beim Hepen um ein wihrend des extrauterinen 
Lebens sich in der Leber anreicherndes Abbauprodukt des Chole- 
sterinstoffwechsels handeln, wie dies auch bei den Haien fiir das 
Squalen angenommen wird. 

Auf jeden Fall handelt es sich aber um eine Substanz, deren 
allgemeine Bedeutung schon aus dem gesetzmiifigen Vorkommen 
in der Leber innerhalb des Siugetierreichs hervorgeht und deren 
genauere Untersuchung, insbesondere was seine Rolle im Stoff- 
wechsel anbelangt, fiir die Aufklirung des Lipoidstoffwechsels noch 
Wichtigkeit erlangen diirfte. 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer. méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderwngen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafite Schriftsiitze ermiiglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. | 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


C. Tropp und F. Geiger (2); Hans Fischer und Guido Wecker; 

V. Sz. Hermann (2): Fr. Schultz; A. Salamon; E. Vincke; I. Bennekou 

und K. Pedersen-Bjergaard; H. K. Barrenscheen und Alois Peham (2); 

M. Schenck; Karl Zeile und Hildegard Meyer; L. Massart und 

R. Dufait; Kurt Kraft und Ferd. Dengel; Fr. Bruno Straub; 
E. Klenk und E. Schumann; Gerhard Wendt. 


Fiir die haufiger gonannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. =- Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. =. ee ee Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. | 

Ber. chem. Ges. =: Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. «=: Berichte tiber die ges:unte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. =: Biochemische Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. : 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. Chemisches Zentralblatt. _ 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 

des Sciences, : 

Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. =- Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of. Biological Chemistey. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die zesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. =2 Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. - == Zeitschrift fiir 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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